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Bd. 296 (1954) E 


In-vitro-Versuche zum Einbau von “*C-Mescalin und 
14(-8-Phenyl-athylamin in Proteine 


III. Mitteilung * 
Von 
Wolfram Block 


Aus dem Max-Planck- Institut fiir Hirnforschung, Abt. fiir klinische Psychiatrie und Konstitutions- 
forschung, Marburg (Lahn), Leiter: Dr. B. Patzig 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28, Juli 1953) 


A. Versuche mit Kathepsin 


Im Jahre 1950 fanden Johnston, Mycek und Fruton! mit 
Hilfe von isotopem Stickstoff, daB Chymotrypsin, Pankreas-Trypsin 
und Kathepsin-C Umamidierungen an Peptiden zu katalysieren ver- 
mégen. Kurz darauf teilten dieselben Autoren mit!, daB auch Papain 
diese Eigenschaft aufweist. 

Da eine gewisse Wahrscheinlichkeit bestand, daB der Einbau von 
Aminen in Proteine durch Umamidierungen erfolgen kénnte, war daran 
zu denken, daB Kathepsin den Einbau katalysiert. 

Aus Rindermilz gewannen wir ein Kathepsinpraparat?, das 1 Ein- 
heit bei einem N-Gehalt von 2,88 mg/cem enthielt. Die Aktivitét wurde 
mit dem Unicam-Spektrophotometer nach Tallan, Jones und Fru- 
ton’ mit Hamoglobin als Substrat bestimmt. 

Die Versuche, die mit diesem Praparat nach vielerlei Gesichts- 
punkten durchgefiihrt wurden, lieBen keine Beeinflussung des Einbaues 
durch Kathepsin erkennen, auch dann nicht, wenn der normale Einbau 
vor Kathepsinzusatz durch Alterung des Leberhomogenates geschwacht 
worden war. 

Weiterhin wurde versucht, mit Kathepsin einen Einbau in Hamo- 
globin, Blutalbumin und Eieralbumin zu erzielen (py 5,7 und p3 7,3). 
Es wurden keine Ergebnisse erhalten. Es ist zu bemerken, dab die 
Radioaktivitét aus Haimoglobin (mit und ohne Kathepsinzusatz) nur 
schwer auswaschbar ist und daf immer geringe Restimpulse erhalten 
werden, die auf eine chemische Reaktion zwischen dem Amin und 
Hamoglobin hindeuten kénnen. 

Ferner wurde versucht, bei den eben genannten Proteinen durch 
Zusatz von geringen Mengen Rattenleberhomogenat einen Einbau zu 





* TI. Mitt.: diese Z. 294, 49 [1953]. 

1 R. B. Johnston, M. J. Mycek u. J. 8. Fruton, J. biol. Chemistry 185, 
629: 205 [1950]. 

2 Nach J. 8S. Fruton u. M. Bergmann, J. biol. Chemistry 130, 19 [1939]. 

3-H. Tallan, M.E. Jones u. J.S8.Fruton, J. biol. Chemistry 194, 793 
| 1951). 
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Abb. 1. Abhangigkeit des Einbaues von 'C-Mescalin in 


Ordinate: An 10 mg TrockeneiweifB gemessene Impulse/min. 


gesetzte Homogenatmenge zuriickgefiihrt werden. 


funden wurden, nicht auf Proteine tibertragen. 





Zusatz verschiedener organischer 
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Protein von Ratten- 


leberhomogenat bei py 5,7 und py 7,3 von verschiedenen Zusatzen. 


Die schwarzen Saulen 


geben die gemessene Impulszahl/min wieder, die aus mindestens drei gleichen 
Versuchen errechnet wurde. Die Zahlen an den Saulen bezeichnen die Molaritit 
(Endkonzentration nach dem Zukippen) des unten angefiihrten Zusatzes, wenn 


erzielen. Die hierbei gefundenen Impulse konnten jedoch durch Ver- 
gleichsversuche ausschlieBlich auf den Einbau von Amin in die zu- 


Nach diesem Ergebnis ist nicht anzunehmen, da8 Kathepsin den 
Einbau von Aminen in Proteine zu katalysieren vermag. Auch der Zu- 
satz von Cystein, Adenosintriphosphat, Cozymase, Cyanid und Schwefel- 
wasserstoff neben einer Vielzahl weiterer Stoffe ergab keinen Einbau. 

Vielleicht lassen sich Umamidierungen, wie sie an Peptiden ge- 
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Versuche mit verschiedenen Zusatzkonzentrationen durchgefiihrt wurden. Nicht 
en vollstandig geschwarzte Saulen zeigen in ihrem schwarzen Teil die gréBte erreichte 
en Hemmung durch den Zusatz an. Die waagerechten gestrichelten Linien umgrenzen 
at den unter normalen Bedingungen auftretenden Schwankungsbereich, der von 
an vielen Faktoren abhangig ist. Uber diesen Bereich hinausgehende Saulen sind als 
Aktivierungsvorgange und darunter endende Saulen als Hemmungen anzusprechen. 
r- 
a. B. Ubersicht iber Hemm- und Aktivierungsstoffe 
Zur weiteren Klaérung des Einbauvorganges wurden zahlreiche 
n Versuche durchgefiihrt, die einen Einblick in den Reaktionsmechanismus 
1- zu geben versprachen. 
1. In den Abb. 1—3 sind diese Versuche zusammengestellt. Fiir jedes 
1. Amin wurden zwei py-Werte gewahlt. Der eine erméglichte nach den 
“e friiher gemessenen p,-Aktivitaétskurven den hoéchsten Einbau, der 
H 


andere sollte dem physiologischen pg nahestehen (px 7,3). 
1* 











4 Wolfram Block, Bd. 296 (1954) 


$0) 5-0 510%, 
§504 | 5109 /510"* 549-4 
) | / 1510" 107-3 

































Zusatz von Zusatz von EinfluB von Gas- Fast =i 
Schwermetallen Komplexbildnern Sonstiges phase, Frieren Hemmuj 
und Hitze itandi 
rch N 
N 
Ss a 
S ES 
” = ro) = 
. = Sr oO a — 
= ; i= ss 8 , 
Sg = of $$ @ ss ¥ = > - 
2 = a e $2 2 8 my 3 5 
= = = m4 : * 4 = i be = = , 
< . 3 = 3 : oS = oe. : oOo f g¢g 
° = > = + & Ssaa se een ae Se 
a Das ee ee We Se Oe 5 So 3 
+ sc @€eas €& Sa | ae a a § i = «& 
= 2 223 ¢& ws lt a z= & a= cr cs a 5 OS 
2 cs S 2 & &|4 =e 2 s 5 SS oe S = & es 
i esp @2@ 2 elt = & g Oo F&F > = Ss a. = w 
“ ~ 4 A — = of = £ > = 
- “ay a => me ~ a ~ = S = be =) = = Ss 3 
; 4 Ses fe fe Bit 5 = 2 > 2 2 a. 2 oe Ss 
‘ = <d = od = & ar 2 oa = 4 = = So + e -= 2 
= > = Re o > = ca , i} ng R ~ ~ Pe & e i o > 3 te & 
S 50 0 A & 0&6 m& =e RIK am Lhe es a e So 
— a 
% aS 5 5>.6h(U8 
Abb. 2. Bezeichnung wie bei Abb. | E 


Besprechung der Ergebnisse 


Die Modifizierung der Ringerlésung (Abb. 1, Spalte 1) bis zu deren 
Ersatz durch 0,9-proz. Kochsalzlésung oder sogar Wasser hatte kaum 
einen Einflu8 auf den Einbau, der somit durch anorganisches Phosphat, 
Ca**, Mg**, K+ und Na* nicht beeinfluBbar scheint. In der Folge 
wurde aus Griinden einer méglichst geringen p,,-Verschiebung wahrend 
der Versuchsdauer und aus anderen Gesichtspunkten an Ringerlésung 
ohne Bicarbonat als Normalmedium festgehalten. 
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Die Spalte ,,Zusatz verschiedener organischer 
bei Citrat eine Hemmung bei beiden p;,-Werten. 





Sauren‘ ergab nur 


Die nachste Spalte zeigt bei Zusatz der basischen Aminosaure 


Lysin eine schwache Hemmung. 


In der Spalte ,,Beeinflussung der Oxydations- und Dehydrierungs- 
fermente‘ wurden folgende Versuche aus nachstehenden Griinden 


ausgefuhrt : 


Dinitrophenol hebt die Fermentkettenphosphorylierung auf und 


entkoppelt die Atmung. Jodacetat reagiert mit 


SH-Gruppen und 
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Abb. 3. Abhangigkeit des Einbaues von “C-/-Phenyl-athylamin in Protein von 
Rattenleberhomogenat bei py 5,9 und py 7,3 von verschiedenen Zusatzen. 
Bezeichnung wie in den Abb. 1 und 2. 
Die neben einem nach oben zeigenden Pfeil stehenden Zah!en an den Saulen 
geben die bei diesen Versuchen gemessenen Impulse/min an. die wegen ihrer 
Hohe nicht als vollstandige Saulen wiedergegeben werden konnten. 


hemmt die Triosephosphat-Dehydrase, arsenige Siiure entkoppelt ahn- 
lich wie Dinitrophenol die Atmung und Phosphorylierung. Fluorid 
hemmt das Bernsteinsiitureoxydase-System. Cyanid und Azid sind 
Hemmstoffe der Cytochromoxydase. 

Bei beiden getesteten py-Werten werden unterschiedliche Ergeb- 
nisse erhalten, jedoch ist die starke Aktivierung durch 0,03-m. Kalium- 
cyanid hervorzuheben, das in dieser Konzentration weit tiber der fiir 
eine reine Atmungshemmung ben6tigten liegt (0,001-m.). 

Bemerkenswert ist ebenfalls, daB Adenosintriphosphat (ATP) und 
Adenosin-5-phosphat ohne Einflu8 bleiben. 

Die folgende Spalte (Aminzusatz) ergibt die schon friiher (I. Mitt.) 
beschriebene starke Aktivierung durch Tyramin. 
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Abb. 2 beginnt mit der Rubrik ,,Zusatz von Schwermetallen™. 
Man erkennt neben einer ausgepragten Manganhemmung bei py 5,7 
(beginnend bei 0,00005-m.) eine bei beiden pg-Werten auftretende 
Aktivierung durch Zusatz von 0,005-m. Fe**. Dreiwertiges Eisen bleibt 
ohne Einflu8. Auch in der nachsten Spalte deutet die Hemmung durch 
x.x’-Dipyridyl, das als Schwermetallkomplexbildner bekannt ist, auf 
eine Schwermetallbeeinflussung des Einbaues. 

Vollstandige Hemmung wird mit 0,0005—0,005-m. Ascorbinsiure 
erhalten. In der nachsten Spalte zeigt sich die bekannte Tatsache, dai} 
der Einbau unter Stickstoff nicht ablauft, auch nicht unter Heran- 
ziehung starker Aktivatoren. 

Durch Einfrieren der Leber in fliissiger Luft tritt zunachst voll- 
stindige Hemmung ein, die sich jedoch leicht durch Zusatz der als 
Aktivatoren bekannten Stoffe riickgingig machen 1aBt. Wie sich in 
der darauffolgenden Spalte zeigt, laBt sich die durch Mangan und 
Hydroxylamin bei p, 5,7 bewirkte Hemmung nicht durch Aktivatoren- 
zusatz aufheben. Die Manganhemmung wirkt also ausschlieBlich bei 
Py 5,7. Das gleiche ergibt sich bei «,x’-Dipyridyl. 

Interessant ist (nichste Spalte), daB der Hemmstoff Citrat nicht 
durch Ca-Komplexbildung hemmt, wie man hitte annehmen kénnen, 
sondern sich sogar in Kombination mit Fe*+ in einen starken Aktivator 
zu verwandeln vermag. Dieser Eisen-Citronensiure-Komplex aktiviert 
mehr als Eisen allein und als Ausnahme bei beiden pg-Werten. Es 
scheint so, als wiirde hierdurch der Einbauvorgang dem entscheiden- 
den EinfluB des py entzogen. 

Abb. 3 zeigt die wichtigsten Versuche auch mit 6-Phenyl-athylamin 
(PHA) durchgefiihrt. Die Aktivierungen durch Zusitze sind bedeutend 
groBer als beim Mescalinversuch. Im allgemeinen wird jedoch das 
gleiche Bild erhalten. Zusammenfassend laBt sich sagen: 

1. Phosphorylierungen und Dephosphorylierungen als energie- 
liefernde Faktoren werden zum Einbau nicht bendtigt. 

2. Das gesamte System der Atmung und Glykolyse wird nicht 
bendtigt. 

3. Schwermetalle weisen einen gewissen EinfluB auf. 

4. Die Gasphase hat entscheidenden Einfluf. 


Diskussion 


Nach den Ergebnissen 1a8t sich die Frage stellen, ob nicht ein Teil 
der Aktivierungsvorginge auf eine Beeinflussung des friiher postulierten 
Einbauhemmstoffes (I. Mitt.) durch die Zusatze zuriickgefiihrt werden 
kann. Aus den GréS8enordnungen der zugesetzten Aktivatoren laiBt sich 
eher auf eine Inaktivierung eines Stoffes als auf direkte Aktivierungs- 
vorginge schlieBen. Ferner ist die Beeinflussung eines Hemmfaktors 
auch aus den oft gerade entgegengesetzten Resultaten bei den beiden 
py-Werten wahrscheinlich. 
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Es miiBte eine Versuchsanordnung gewihlt werden, in der unter 
voélliger Eliminierung des Hemmstoffes getestet werden kénnte, um die 
Einfliisse des Hemmstoffes zu priifen. Wir werden in der niachsten 
Mitteilung derartige Versuche beschreiben. 

Weiterhin ist aus den Ergebnissen zu entnehmen, daB der Einbau 
von Aminen in Proteine ganz anderen Reaktionsmechanismen folgen 
muB als der Einbau von Aminosiuren in Proteine, wie er von zahl- 
reichen, vor allem amerikanischen Autoren durchgefiihrt wurde. 

Borsook® und Mitarbeiter bauen 14C-Lysin in Meerschweinchen- 
leberhomogenat ein und finden nur geringe Abhangigkeit von der Gas- 
phase und Hemmung durch Fluorid und Arsenit. Peterson und 
Greenberg® bauen verschiedene Aminosiuren in eine Rattenleber- 
fraktion ein, die hauptsichlich aus Mitochondrien besteht, aber erst in 
Kombination mit Cytoplasma ihre volle Aktivitit entfaltet; die Mito- 
chondrienfraktion ist sehr empfindlich gegen Frieren, ATP ist zum 
Einbau notwendig. 

Kit und Greenberg’ finden bei Rattenleberhomogenaten, daB 
ATP, MgCl,, Citrat und bestimmte Aminosiuregemische den Einbau 
von Aminosiuren bisweilen sehr stark aktivieren. Siekewitz® stellt 
ein Korrelation zwischen Einbau und Phosphorylierung fest. Deshalb 
hemmt sowohl Dinitrophenol wie Blockierung des Hexokinasesystems 
den Einbau. 

AbschlieBend méchten wir noch einen interessanten Versuch be- 
schreiben, der ausgefiihrt wurde, weil Brunish und Luck® fanden, 
daB der Einbau von Aminosiuren in bestimmte Proteine auch ohne 
Beteiligung von Fermenten ablaufen kann, wenn die Einbautemperatur 
erhéht wird (bis auf 100°C). Sie fanden nimlich, daB nach dieser 





Fermentzerstérung der ,,Einbau“’ sowohl von der Zeit wie von der | 


Konzentration der einzubauenden Aminosiure abhingt, daB ferner das 
px eine Rolle spielt und die zugesetzte radioaktive Aminoséure durch 
Auswaschen nicht mehr entfernbar ist. Auch Ninhydrinbehandlung 
gibt kein “CO, frei. Der ,,Einbau“ ist unabhingig von ATP und Gas- 
phase, ebenso fiihrt ein Erhitzen auf 100° C vor dem bei 37° C erfolgenden 
»Hinbau“ zu radioaktiven Proteinen. Sie fanden jedoch bei Einbau- 
temperaturen zwischen 45 und 70°C eine starke Verminderung des 
,.Hinbaues“ und auBerdem eine lineare Abhangigkeit von der zugesetzten 
Aminosiuremenge bei 37°C Einbautemperatur. Dagegen fanden wir 
eine Abhangigkeit von der Gasphase und keine lineare Abhangigkeit 
von der Substratkonzentration. 

Abb. 4 zeigt den Einbau von Mescalin in Abhangigkeit von der 
Einbautemperatur bei pq 5,7 und pq 7,3. Es erfolgt kein Einbau bei 


> H. Borsook u. Mitarb., J. biol. Chemistry 179, 689 [1949]. 
6 KE. A. Peterson u. D. M. Greenberg, .J. biol. Chemistry 194, 359 [1951]. 
7 §. Kit u. D.M. Greenberg, J. biol. Chemistry 194, 377 [1951]. 

8 P. Siekewitz, J. biol. Chemistry 195, 549 [1952]. 

® R. Brunish u. J. M. Luck, J. biol. Chemistry 198, 627 [1952]. 
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Temperaturen zwischen 60 und 80°C. Bei 100°C steigt jedoch die 
,,.Einbauquote“ stark an, was auf eine rein chemische Reaktion hin- 


deutet. 
AuBerdem ist der ,,Einbau bei 100°C von der Gasphase unab- 


hangig und verliuft auch unter Stickstoff genau so gut wie unter Sauer- 
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Abb. 4. Abhangigkeit des Einbaues von | 
Mescalin in Protein von Rattenleber- 4 
homogenat von der Einbautemperatur. | | 
Ordinate: An 10 mg TrockeneiweiB ge- | 
20 ame + 


messene [mpulse/min. 
Ausgezogene Kurve: py 5, 
gestrichelte Kurve: py 7, 
Versuchsdauer: 4h. 


bs 
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stoff. Das Ergebnis bei 60°C ist bei einem fermentkatalytischen Vor- 
gang zu erwarten und als weiterer Beweis hierfiir zu werten. 


Beschreibung der Versuche 


Alle Versuche liefen, wenn nicht anders angegeben, 4 Stdn. bei 37° C unter 
Sauerstoffatmosphaére in einem etwa 13 ccm fassenden Warburg-GefaB. Im 
Seitenansatz befanden sich das Amin, Zusaitze und ein Teil der Ringerlésung. 
Bei der Zeit 0 wurde der Inhalt das Seitenansatzes zu 0,5 ccm Rattenleberhomogenat 
1: 1 (Ringerlésung) und dem Phosphatpuffer zugekippt. Bei den Versuchen zur 
Modifizierung der Ringerlésung wurde das Homogenat in der in den Abbildungen 
angegebenen Lésung homogenisiert und nicht in Ringerlésung. 

Die Zusammensetzung des Normalansatzes war fiir py 7,3: 

0,50 com Homogenat 1:1 (etwa 50mg TrockeneiweiS), 
0,20 com Phosphatpuffer, py 7,4 (0,2-m.), 

0,04 cem 2,6-proz. Natriumbicarbonatlésung, 

0,14 com Ringerlésung ohne Bicarbonat, 

0,02 cem Mescalinsulfatlésung = 0,025mg = 0,04 uC, 
0,10 com Wasser oder Zusatzlésungen 

1,00 ccm 

Zur Erreichung von py 5,7 wurde statt Puffer py 7,4 Puffer vom py 5.4 
zugesetzt und statt 0,04 ccm Natriumbicarbonatliésung die gleiche Menge n/10- 
Salzsiure. Fiir py 5,9 wurde Phosphatpuffer vom py 5,6 verwendet und die 
n/10-Salzsiure durch Wasser ersetzt. 

Der Zusatz fiir die f-Phenyl-aithylamin-Versuche betrug 0,044 mg MC-/- 
Phenyl-aéthylamin = 0,16 uC. 
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Die Versuche wurden durch Zusatz von 3 ccm Wasser und 2 cem 20-proz. 
Trichloressigsiure abgebrochen. Nach 12-stdg. Stehenlassen bei 0°C wurde das 
Eiwei8 abzentrifugiert und nach der in der J. Mitt.!° beschriebenen Technik an 
der Zentrifuge gewaschen, wobei auch die Nucleinsiuren entfernt wurden. Das 
EiweiB wurde iiber Atzkali im Vakuum getrocknet und 10 mg unter dem Glimmer- 
fensterzéhlrohr auf ihre Aktivitaét untersucht (Ordinaten der Abbildungen). 

Wir danken Frau Elisabeth Schneider fiir ihre eifrige und sorgfaltige 
Mitarbeit. 


Zusammenfassung 


Kathepsin vermochte den Einbau von Aminen in Proteine in |: 





unseren Versuchen nicht zu katalysieren. Phosphorylierungs- und | 


Dephosphorylierungsvorgange als energieliefernde Faktoren werden zum 
Einbau nicht benétigt, das Atmungs- und Glykolysesystem ebenfalls 


nicht. Schwermetalle weisen einen gewissen EinfluB auf. Die Gasphase | 


hat entscheidenden EinfluB auf den Einbau. 

Der Einbau von Aminen in Proteine folgt somit anderen Reaktions- 
mechanismen als der Einbau von Aminosauren in Proteine. Die durch 
verschiedene Zusiatze erfolgenden Aktivierungen des Amineinbaues 
werden gréBtenteils als Ausschaltung eines Einbauhemmfaktors ge- 
deutet. 


10 Diese Z.; 294, 1 [1953]. 


Eine exakte, fiir Bausteinanalysen geeignete Aminosaurebestimmung 
auf Papierchromatogrammen 


Von 
Hermann Boser 


Aus dem Diabetikerheim und Forschungsinstitut fiir Diabetes Garz und Karlsburg 
(Direktor Prof. Dr. G. Katsch), Karlsburg, Kreis Greifswald 


(Der Schriftleitung zugegangen am 31, Oktober 1953) 


In einer kurzen Mitteilung wurde vom Verf.' die Bausteinanalyse eines krist. 
Nucleoproteides aus Pankreas angegeben*. Im folgenden soll iiber die Methodik, die 
sich zur Bestimmung der Aminosaéuren bewahrt hat, berichtet werden. 

Der ansehnlichen Zahl von sehr vollstaéndigen Bausteinanalysen der verschie- 
densten EiweiBstoffe, die in den letzten Jahren veréffentlicht worden sind, liegen 
im wesentlichen zwei Methoden zugrunde: Mikrobiologische Verfahren und Saulen- 
chromatographie. Es muB iiberraschen, daB bisher keine mit Hilfe der Papierchro- 
matographie ausgefiihrte Bausteinanalyse bekanntgegeben worden ist. 

Zwar findet sich eine groBe Zahl von Angaben iiber die quantitative Auswer- 
tung von Papierchromatogrammen, die meist auf der Kolorimetrie der Ninhydrin- 
anfarbung beruhen und auf Schnell- und Serienbestimmungen zugeschnitten sind, 
den hohen Anspriichen einer Bausteinanalyse aber bisher offenbar nicht geniigen. 

Daher erschien der Versuch lohnend, die Vorteile der Papierchromatographie 
gegentiber der Saiulenchromatographie — leichtere Handhabung und Beschaffung 


1H. Boser, Naturwissenschaften 40, 462—463 [1953]. 
* Uber die hyperglykamisch-glykogenolytische Wirksamkeit dieses Priipa- 
rates vergl. |. c.4. 
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der apparativen Mittel, Benétigung geringerer Substanzmenge — auch fiir exakte 
Bestimmungen nutzbar zu machen. 

DaB sich die Papierchromatographie auf diesem Gebiet bisher nicht durchge- 
setzt hat, liegt wohl hauptsiachlich an der Schwierigkeit, die Aminosauren ** in ein- 
wandfreier Weise ohne Zerstérung auf dem Papier zu markieren, so daB die Be- 
stimmung nach einer exakten Methode — z. B. mittels Kupferphosphats nach 
Woiwod? — durchgefiihrt werden kann. Die Markierung im UV-Licht versagt, 
wenn die heute tiblichen sehr reinen Papiere Verwendung finden, und auch die 
zweite Methode, das vorsichtige Besprithen-mit einer stark verdiinnten Ninhydrin- 
lésung, ist sehr problematisch. Das Aufbringen geniigend groBer Proben (ca. 400 y 

_a-Amino-N) gelingt leicht durch Auftragen des Hydrolysengemisches auf einer 
langen horizontalen Startlinie. Diese ,,strichférmige‘* Auftragung scheint sich sehr 
allgemein gegeniiber der alteren ,,punktformigen‘‘ durchzusetzen, da auBerdem 
— ahnlich wie beim Ringchromatogramm — der Trenneffekt verbessert ist. 

Diese Schwierigkeiten konnten behoben werden, und mit Hilfe der im Rahmen 
dieser Arbeit wesentlich erweiterten Woiwodschen Methode gelang die quantita- 
tive Auswertung von Papierchromatogrammen mit groBer Genauigkeit. 





— 


Methodik (Allgemeiner Teil) 

a) Hydrolyse: Bei der iiblichen sauren Hydrolyse treten bekannt- 
lich AS-Verluste auf. Fiir die beiden empfindlichsten — Tryptophan und 
Cystein — gibt es andere gute Mikromethoden. Aber auch die Werte fiir 
Serin und Threonin bediirfen einer Korrektur*. Eine Unterdriickung der 
..Huminbildung“ durch reduzierende Schwermetallsalze empfiehlt sich 
mit Riicksicht auf den weiteren Analysengang (Mikrokupferbestimmung !) 
keinesfalls. Stickstoffbilanzversuche! haben gezeigt, da die Hydrolysen- 
verluste nicht mehr als 5% betragen kénnen, wobei iiber die Anteile der 
einzelnen Aminosiuren an diesen Verlusten keine Aussagen zu machen 
sind, 

b) Papierchromatographische Trennung: Fiir simtliche 
Versuche wurde die absteigende Methode angewandt. Orientierende 
qualitative Versuche wurden mit dem Gemisch Isopropylalkohol : Eis- 
essig : Wasser = 70 : 15 : 153* entwickelt und nach Miiting?* angefarbt. 
Die erhaltenen Buntfarbungen sind gerade bei orentierenden Versuchen 
mit unbekannten Gemischen eine groBe Erleichterung. Da z. B. Prolin 
und Oxyprolin, die mit Ninhydrin nur schwer wahrnehmbare Gelb- 
firbungen geben, sehr charakteristisch und empfindlich hellrot  er- 
scheinen, wird die Ninhydrinmethode in wertvoller Weise erganzt. LaBt 
man auf breiten Papierstreifen das Gemisch zusammen mit reinen 
Lésungen der fraglichen Aminosiure laufen, so erhalt man neben den 
R,-Werten als zweites Kriterium die Buntfairbung, so daB die Sicherheit 
der Identifizierung bedeutend erhéht wird. Es zeigte sich jedoch bald, 
daB die erzielte Trennung fiir eine quantitative Auswertung noch nicht 
ausreichte. Versuche mit zweidimensionaler Papierchromatographie 
wurden bald wegen ihrer Langwierigkeit, vor allem aber wegen der Un- 

** Im folgenden stets AS abgekiirzt. 

2 A.J. Woiwod, Biochem. J. 45, 412—417 [1949]. 

3 W.H. Stein u. St. Moore, J. biol. Chemistry 178, 79 [1948]. 

3a P, Decker, W. Riffert u. H. Wagner, Klin. Wschr. 29, 418 [1951]. 
4 D. Miiting, Naturwissenschaften 39, 303 [1952]. 
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moglichkeit, gr6Bere Proben fiir eine quantitative Auswertung aufzu- 
tragen, aufgegeben. Eine einwandfreie Trennung gelang schlieBlich durch 
Kombination von Papierelektrophorese und -chromatographie. Nach 
Wieland® wurde das Gemisch bei py 5,5 in die Fraktionen basisch, 
sauer und neutral aufgetrennt. Spiter erwies es sich als zweckmabBiger, 
auf diese Weise gleich die basischen Aminosiuren einzeln abzutrennen 
und direkt zu bestimmen, wahrend sich eine Abtrennung der Monoamino- 
dicarbonsiuren von den Monoamino-monocarbonsauren eriibrigte. Die 
einwandfreie Auftrennung gelingt — eindimensional auf zwei verschie- 
denen Streifen — durch Kombination zweier bewihrter Lésungsmittel- 
gemische, namlich Phenol gesattigt mit 0,03-proz. Ammoniak einerseits 
und n-Butanol : Eisessig : Wasser = 4: 1:5 andererseits. Dieses L6- 
sungsmittelpaar hat sich u.a. zur qualitativen Trennung samtlicher 
Aminosduren des Insulins mittels zweidimensionaler Papierchromato- 
graphie bewahrt*®. Zur Bestimmung der ,,schnellaufenden** Aminosauren 
(Tyrosin, Valin, Phenylalanin, Leucin, Isoleucin), aber auch von Histidin, 
Glutaminsaure, Alanin und Prolin geniigte Auftragen des salzsaure- 
freien Hydrolysengemisches und Entwickeln mit n-Butanol-EHisessig- 
Wasser, denn in diesem Falle stéren die basischen Aminosaéuren nicht, 
wihrend die Salze aus dem Elektrophoresepuffer st6ren wiirden. Bei 
Verwendung von Phenol-NH, liegen die Verhaltnisse gerade umgekehrt. 
Die Salze stéren nicht und bleiben nahe der Startlinie zuriick, hingegen 
wiirden die basischen Aminosaduren erheblich st6ren, da sie in Phenol 
keine scharfen Fronten bilden und auBerdem schlecht markierbar sind. 
Auch hier erginzen sich die beiden Gemische sehr gut, so daB es durch 
Kombination gelingt, jede AS mindestens einmal sauber abzutrennen, 
und zwar nach folgendem Schema*: 

Reihe 1 (s. Abb. 1): His, Arg, Lys: 

Reihe 2 (s. Abb. 2): Asp, Glu, Ser, Gly, Ala, Tyr, Val: 

Reihe 3 (s. Abb. 3): His, Glu, Ala+ Pro, Tyr, Val, Phe, Leu** 

Die nicht vorkommenden AS Oxyprolin, Methionin und Threonin 
sind sicher in diesem Schema unterzubringen, Threonin beispielsweise 
in Reihe 2 zwischen Glycin und Alanin. 

Aber auch die nicht voll aufgetrennten Bereiche, z. B. Ser + Gly + 
Asp in Reihe 3 oder Phe + Leu +Ileu + Pro (unterhalb von Val in 
Abb. 2) in Reihe 2 kénnen noch gemeinsam bestimmt werden und der 
Kontrolle auf vollstaéndiges Wiederauffinden der eingesetzten «-Amino- 
N-Menge dienen. 

c) Quantitative Auswertung: Angewandt wurde die Methode 
von Woiwod?2, d.h. Behandeln der markierten und ausgeschnittenen 
Papierzonen mit Kupferphosphatsuspension und kolorimetrische Cu- 
Bestimmung in einem aliquoten Teil des Filtrates. Die Methode erwies 
sich als gut brauchbar, muBte aber in einigen Punkten erweitert werden, 


5 Th. Wieland u. E. Fischer, Naturwissenschaften 35, 29 [1948]. 
6 F. Sanger u. H. Tuppy, Biochem. J. 49, 466 [1951]. 
* Abb. 1—3, s. Tafel S.16a. ** Die Anmerkung* auf S. 16a. 
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ferner wurden Fehlerméglichkeiten erkannt und vermieden. Woiwod 
weist bereits darauf hin, daB die einzelnen Aminosiuren Kupferkomplexe 
bilden, die mehr oder weniger von der idealen Formel Cu (AS), abweichen 
und Eichkurven fiir jede einzelne aufzunehmen sind. Diese sind aber in 
der Originalarbeit nicht angegeben. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit 
wurden fiir simtliche Aminoséuren Eichkurven aufgenommen. 

d) Auftragen der Proben: Bei Verwendung von Kiivetten mit 
2 cm Schichtdicke liegt der giinstigste MeBbereich mit Extinktionswerten 
zwischen 0,40 und 1,30 bei 10—40 y «-Aminostickstoff. In diesem Bereich 


‘ist das Beersche Gesetz gut erfillt. Es wird also zweckmaBig auf der 


Startlinie eines Chromatogrammes das Hydrolysat von etwa 4 mg Pro- 
tein aufgetragen, was ungefahr 400 y «-Amino-N entspricht. Bei einem 
Streifen von 12,5 cm Breite und einer Laufstrecke von 50 cm tritt dann 
gute Auftrennung ein. So fallen auch die in relativ geringer Menge vor- 
handenen Aminosauren meist in den giinstigen MeBbereich, wahrend die 
stark vertretenen entsprechend verdiinnt werden kénnen. 

Das Auftragen geschieht mit geeichten Mikropipetten, aliquote 
Teile der gleichen Lésung werden in mit Quecksilber ausgewogenen 
Kapillaren entnommen und fiir sich analysiert, so daB die aufgetragene 
Menge genau in y «-Amino-N bekannt ist. 

e) Markierung der einzelnen Zonen: Zur Markierung von 
Aminosiauren auf Papierchromatogrammen ohne Zerstérung stehen zwei 
Verfahren zur Verfiigung: 1. Bespriihen mit sehr verdiinnter Ninhydrin- 
losung® 7; 2. Aufsuchen im UV-Licht®. Dagegen hat sich das volle Ent- 
wickeln eines gleich behandelten Begleitchromatogrammes oder das Aus- 
schneiden und Entwickeln definierter Lingsstreifen nicht bewahrt, da 
die Fronten zwar stets scharf und parallel voneinander abgesetzt, aber 
doch immer Verzahnungen auftreten, die namentlich bei schmalen, 
intensiven Banden zu groben Irrtiimern fiihren konnen. 

Die Sichtbarmachung mittels schwacher Ninhydrinlésung ist recht 
problematisch. Der Zerstérung der Aminosiiuren durch Ninhydrin im 
Sinne einer Desaminierung und Decarboxylierung wurde schon von 
anderen Autoren Beachtung geschenkt und bei vorsichtiger Arbeitsweise 
als praktisch zu vernachlassigend erkannt®’. Eine ernstere Gefahr fiir 
die Zuverlissigkeit der Methode ist die bisher nicht beachtete Tatsache, 
da Ninhydrin selbst unter den bei der Analyse vorliegenden Bedin- 
gungen erhebliche Mengen (etwa 5 Atome Cu pro Mol Ninhydrin) bindet, 
die im Filtrat erscheinen und ,,y «-Amino-N* vortiuschen. Der Abzug 
eines ,,Blindwertes‘ ist nicht méglich, denn der entstehende blaue Farb- 
stoff, das Dioxohydrindylen-dioxohydrindamin, ist offenbar nicht mehr 
in der Lage, einen Kupferkomplex zu bilden. Dies ergibt sich aus der 
Tatsache, da eine in definierter Menge auf Papier aufgetragene, mit 
wenig Ninhydrin sichtbar gemachte und sauber ausgeschnittene Amino- 


7 A. J. Woiwod, Nature [London] 161, 169 [1948]. 


8 A. J. Woiwod, Nature [London] 166, 272 [1950]; D. M. P. Philipps, 
Nature [London] 161, 53 [1948]. 
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siuremenge stets zu etwa 95% wiedergefunden wird. Hohere Werte als 
100% werden nicht gefunden, waihrend das umgebende Papier, das vor 
dem Bespriihen mit Ninhydrin ,,blindwertfrei‘* war, nun deutlich positiv 
reagiert. Der Untersucher steht also vor der auf den ersten Blick unlés- 
baren Aufgabe, einerseits méglichst wenig Ninhydrin anzuwenden, 
andererseits scharfe Abgrenzungen zu erzielen. Es wurde daher versucht, 
die Anwendung von Ninhydrin ganz zu umgehen. Dies gelang in Reihe 3, 
also bei Verwendung von n-Butanol-Eisessig-Wasser vollkommen. Die 
Fluorescenz der Aminoséurezonen ist im UV-Licht sehr schwach, wie 
dies allgemein fiir reine Papiere bekannt ist® (die Fluorescenz wird einer 
Verbindung zwischen Celluloseabbauprodukten und Aminosiuren zu- 
geschrieben) und kann zu einer Markierung nicht herangezogen werden. 
Durch eine einfache und schonende Mafnahme gelang es, die Intensitiat 
der Fluorescenz entscheidend zu erhéhen, so da scharfe Markierung 
aller Zonen ohne Besprithen mit Ninhydrin méglich wurde. 

In der Absicht, die Bedingungen fiir die Ninhydrinreaktion, deren 
Optimum um py 7 liegt, zu verbessern, wurde der getrocknete Papier- 
streifen mit m/10 Phosphatpuffer px 7,4 bespriiht. Nach abermaligem 
Trocknen (5 Min., 105°) zeigen sich nun im UV-Licht intensive Fluor- 
escenzen, die mit Aminosdure beladenen Stellen erscheinen hell, das 
unbeladene Papier bildet einen dunkelvioletten Hintergrund. Das Mar- 
kieren fallt nun ebenso leicht wie bei guter Anfairbung mit Ninhydrin. Die 
besonders intensive, rotliche Fluorecenz des Phenylalanins erlaubt die 
Abtrennung dieser Aminosiure vom Leucin sogar mit gréBerer Scharfe 
als die Ninhydrinfirbung. Auch geringe Mengen Isoleucin erscheinen nun 
deutlich, wahrend sie auch bei guter Ninhydrinfarbung leicht iibersehen 
werden kénnen. 

In Reihe 2 lieB sich die Anwendung von Ninhydrin nicht ganz um- 
gehen. Nach dem Besprithen mit Phosphatpuffer ist die Markierung im 
UV-Licht hier noch nicht hinreichend gesichert, doch kommt man nun 
mit einer so minimalen Ninhydrinmenge aus, die praktisch keinen Blind- 
wert verursacht und zur Sichtbarmachung im gewoéhnlichen Licht bei 
weitem nicht ausreichen wiirde. Jetzt, nach dieser doppelten Prapara- 
tion sind die Zonen im UV-Licht deutlich zu unterscheiden und kénnen 
einwandfrei markiert werden. Die phenolgetrinkten Streifen sollen bei 
Zimmertemperatur getrocknet werden, da in der Hitze Aminosiure- 
verluste auftreten °. 

Die Markierung des Elektrophoresestreifens macht keine Schwierig- 
keiten, da wegen der hohen Konzentration auf kleiner Flache und 
scharfer Begrenzung der einzelnen Banden die Verwendung einer stark 
verdiinnten Ninhydrinlésung hier unbedenklich ist. Die interessierenden 
basischen Aminosauren farben sofort an. 

f) Mikrokupferbestimmungen: Die markierten Aminosiure- 
zonen werden sorgfaltig ausgeschnitten. Das verwendete Papier (Schlei- 


® M. K. Brush, Science [Washington] 113, 4 [1951]. 
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cher & Schill Nr. 2043b) erwies sich als vollig blindwertfrei, so daB sich 
eine Wagung der einzelnen Ausschnitte eriibrigt. Sie werden weiter nach 
Woiwod? behandelt. Die Durchfithrung der Cu-Bestimmung ist im 
Original? sorgfaltig durchgearbeitet und mége dort nachgelesen werden. 
Daselbst unter 7 wird aber nur die sehr einfache Trennung von Valin und 
Glycin in kiinstlichen Gemischen. beschrieben, wihrend auf Einzelheiten 
und Schwierigkeiten, die sich bei der Analyse eines so komplizierten 
Gemisches, wie es ein Proteinhydrolysat darstellt, ergeben, nicht ein- 
gegangen wird. Uber die im Original angegebenen MaBnahmen zur 
Fehlervermeidung hinaus konnten auf Grund langer Erfahrung noch 
zwei wesentliche Fehlerméglichkeiten erkannt werden. Zunichst wurde 
festgestellt, daB der goldgelbe Farbstoff im direkten Sonnenlicht binnen 
weniger Minuten abblaBt und so vollig irreftihrende Ergebnisse erzielt 
werden kénnen. Die Haltbarkeit des Farbstoffes im Dunkeln, aber auch 
im diffusen oder Lampenlicht hingegen ist ausgezeichnet, so da dieser 
Fehler leicht vermieden werden kann. AuBerdem wurde festgestellt, da 
die Cu-Phosphatsuspension nicht unbegrenzt lange gelagert werden darf. 
Nach einigen Wochen ist der Niederschlag so grobkristallin geworden, 
daB er sich nach dem Schiitteln sofort absetzt, und mit den Amino- 
siuren nicht mehr quantitativ reayiert. Es ist daher ratsam, den 
Vorrat auf héchstens eine Woche zu bemessen. Nach Beachtung dieser 
und der im Original angegebenen MaBregeln werden stets gute Resultate 


erzielt. 


Durehfiihrung der Versuche 


A. Vorbereitende Arbeitsginge 


1, Aufstellung der Kupfereichkurve: Durchfiihrung siehe W oiwod?. Bei Ver- 
wendung des Pulfrich-Stufenphotometers, Schichtdicke 2 cm, Filter S 42, liegt der 
MeBbereich zwischen 5 und 40 y-Cu. Das Ausschiitteln wurde in 50 ml Steilbrust- 
flaschen aus Jenaer Glas mit Schliffstopfen durchgefiihrt. 


2. Aufstellung der Aminosaure-Eichkurven: Durchfiihrung siehe Original. Von 


| 17 in EiweiBhydrolysaten anfallenden AS wurden Eichkurven mit je 7 MeBpunkten 


(5—40 y «-Amino-N) aufgestellt. Jedem Wert liegt eine Doppelbestimmung zu- 
grunde, deren Ubereinstimmung bei richtiger Arbeitsweise ausgezeichnet ist unter 
1°, Abweichung). Der Blindwert wurde in allen Versuchen sehr konstant zu 5 bis 
5,5 y Cu gefunden. Er entspricht der Léslichkeit des Kupferphosphates und wird im 
iibrigen durch Zugabe beliebiger Mengen des Papieres ,,Schleicher & Schiill 2043 b™ 
nicht beeinfluBt, letzteres kann also als blindwertfrei gelten. Die reinen, krist. Ami- 
noséuren wurden mehrere Tage iiber P,O, im Vak. getrocknet und Stammlésungen 
in 4quimolaren Konzentrationen hergestellt. 


Tragt man die gemessenen Werte auf der x-Achse eines Koordinatenkreuzes, 
die theoretischen Werte (Einwaagen) auf der y-Achse auf, so erhailt man fiir jede 
Aminosaure eine Gerade, die durch den Nullpunkt geht. Der von dieser Geraden 
und der x-Achse eingeschlossene Winkel # ist bei idealer Erfiillung der Formel 
Cu (AS), natiirlich 45° (tang 45° = 1). Diese Bedingung ist bei einer Reihe von 
Aminosauren erfiillt. Andere zeigen mehr oder weniger starke Abweichungen. Der 
Winkel ist meist kleiner als 45° (tang 6 < 1 fiir 6 < 45°), 
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Der Tangens des Winkels ist identisch mit dem Faktor /, mit dem der fiir die 
betreffende Aminosdure erhaltene Wert multipliziert werden muB, um die Ab- 
weichung von der Zusammensetzung Cu(AS), zu korrigieren. 


Die Werte fiir f = tang f zeigt folgende Tabelle: 











Aminosaure | x B f = tang B 
1. His = Histidin 21° 45’ 0,40 
2. Leu = Leucin 34° 0,675 
3. Thr = Threonin 34°15’ 0,68 
4. Gly = Glycin 35° 0,70 
5. Asp = Asparaginsiure 35945’ 0,724 
6. Oxy = Oxyprolin 36°30’ 0,74 
7. Glu = Glutaminsiure 37°30’ 0,77 
8. Ser = Serin 39°15’ 0,82 
9. Val = Valin 39°45’ 0,83 
10. Lys == Lysin 42° 0,90 
11. Met = Methionin 42°30’ 0,916 
12. Phe = Phenylalanin 44945’ - 0,99 
13. Arg = Arginin 45° 1,0 
14, Tyr = Tyrosin 45° 1,0 
15. Ala = Alanin 45° 1,0 
16. Ileu = Isoleucin 45° 1,0 
17. Pro = Prolin 46° 1,036 





B. Eigentliche Bestimmung 

Ca. 20mg Protein werden in einem 10-ml-Schliffkélbchen eingewogen, mit 2 ml 
6-n. HCl versetzt, an einen Liebig-Kiihler mit Claisen-Kolben und VakuumvorstoB 
angeschlossen und 20 Stdn. auf ein siedendes Wasserbad gesetzt. Durch eine weite 
Siedekapillare, welche nicht in die Lésung eintaucht, wird ein langsamer Kohlen- 
oxyd-Strom geleitet. Nach beendeter Hydrolyse kann die Kapillare entfernt werden, 
da das Eindampfen der geringen Fliissigkeitsmenge auch ohne diese bei gutem Va- 
kuum rasch und ohne Verspritzen gelingt. Der Riickstand wird noch tiber Nacht im 
Hochvak. iiber Atzkali von iiberschiiss. Salzsiure befreit und dann mit 0,2 ml 
Wasser aufgenommen, so daB eine etwa 10-proz. Lésung resultiert. Tragt man defi- 
nierte Volumina dieser Lésung auf das Filterpapier auf und analysiert anderer- 
seits ebenfalls bekannte Volumina direkt mit Kupferphosphat, so ist die aufgetra- 
gene Menge bekannt (in y «-Amino-N), und man kann nach der Auftrennung genaue 
Bilanzen aufstellen. Die Probeentnahme geschieht mittels Kapillarpipetten, die mit 
Quecksilber bis zu einer Marke ausgewogen sind, und zwar eignen sich zum Auf- 
tragen auf das Papier ,,Hamoglobinpipetten nach Sahli‘‘ (20 cmm); zur Direkt- 
analyse wurden Erythrocytenpipetten (3—4 cmm) verwandt, die durch Ausblasen, 
Ansaugen usw. quantitativ in die Dinatriumphosphat-Lésung entleert werden 
kénnen. Der «-Amino-N-Gehalt (N,) der EiweiBstoffe liegt um 10°,, so daB 3 bis 
4 ccm der Lésung in den giinstigen MeBbereich fallen. 

NV, muB exakt bestimmt werden, da sein Zahlenwert bei der spiteren Berech- 
nung der Bausteinanalyse gebraucht wird. Dies geschieht in folgender Weise: Etwa 
4 mg Protein werden auf der Mikrowaage genau in einen 25-ml-MeBkolben einge- 
wogen, mit 2,0 ml 6-n. H,SO, versetzt, die Luft durch Kohlendioxyd verdringt und 
20 Stdn. auf ein siedendes Wasserbad gesetzt. AnschlieBend wird mit 2,0 ml 6-n. 
NaOH neutralisiert, 0,64 g Dinatriumphosphat (wasserfrei) zugegeben, zur Marke 
aufgefiillt und 2,5 ml davon, wie bei Aufstellung der Aminoséureeichkurve be- 
schrieben, analysiert. 

Ionophorese: 60 cmm, entspr. etwa 600 y «-Amino-N, werden in 3 Portionen 
auf einen Elektrophoresestreifen (5,5 x 35cm) in bekannter Weise aufgetragen. 
Wahrend die einzelnen Portionen im Rotlicht eintrocknen, entnimmt man kleine 
Proben zur Direktanalyse. Der Streifen wird mit Veronalpuffer (nach Michaelis, 
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Abb. 2. Abb. 3. 


Abb. 1. Ionophorese, py 5,5, U = 0,1; 3/. Stdn., 265 V, 3—5 mA. His, Arg, Lys. 
Abb. 2. Phenol: 0,03-proz. NH,; nach Abtrennunng von Reihe 1: Asp, Glu, Ser, 
Gly, Ala, Tyr, Val. 

Abb. 3. n-Butanol: Eisessig: Wasser, 4:1:5. Reihe 3: His, Glu, Ala + Pro, Tyr, Val, 

Phe, Leu, Ileu*. 
*) Leucin und Jsoleucin werden hier gemeinsam erfaBt, hingegen sind sie mit dem fiir quali- 
tative Vorversuche empfohlenen Isopropylgemisch leicht zu trennen. Rg-Werte 3a): Leucin 0,87 


Isoleucin 0,97. Gegebenenfalls wird eine definierte Menge (ca. y «-Amino N 400) Hydrolysat — 
ohne Vortrennung durch Ionophorese — mit diesem Gemisch chromatographiert und analog der 
Berechnung fiir Reihe 3 der Wert fiir Isoleucin ermittelt. Der Wert fiir Leucin in Reihe 3 ist 
dann zu korrigieren. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie, Band 296 (S. 16 a) 
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Tonenstarke 0,1 ; 94, 5,5) reichlich bespriiht und indie von Gra8 mann und Mitarbb.! 
angegebene einfache Apparatur eingehingt. Nach 314 Stdn. (265 V; 3—5 mA) ist 
ausreichende Auftrennung erzielt. Nach dem Trocknen wird mit sehr wenig 0,02- 
proz. Ninhydrinlésung sehr vorsichtig und gleichmaBig bespriiht und der Farbstoff 
5 Min. bei 105° entwickelt. Die basischen Aminosiuren farben sofort in einer zur 
Markierung ausreichenden Weise an, und ihre sichere einzelne Abtrennung (Abb. 1) 
und Zuordnung™ wird nach einiger Einarbeitung kaum Schwierigkeiten machen. 
Die scharf abgegrenzten Zonen von Histidin und Arginin, sowie die etwas mehr 
diffuse von Lysin werden sorgfaltig ausgeschnitten und, wie beschrieben, einzeln 
analysiert. Der iibrige ninhydrinpositive Teil des Streifens (die Monoamino-dicarbon- 
sauren farben hier mitunter nicht an, man verzichtet dann auf weiteres Spriihen, 
sondern schneidet an einer Stelle, die symmetrisch zur Wanderungsgrenze des 
‘Lysins jenseits der Startlinie liegt, den Streifen ab und hat dann mit Sicherheit 
auch die letzteren erfaBt) wird in eine kleine Schliff-Flasche eingeschnitzelt und mit 
kleinen Portionen Wasser (2 ml) extrahiert. Die iiberstehende Lésung wird in einen 
10-ml-MeBkolben dekantiert und der Papierbrei mit weiteren Wasserportionen 
4 bis 5-mal extrahiert, bis der MeBkolben aufgefiillt ist. Auf diese Weise gelingt 
rasch eine Extraktion von iiber 90°, der aufgetragenen Aminosiuren. Zur Kon- 
trolle wird ein aliquoter Teil nach der Kupferphosphatmethode analysiert, ebenso 
der getrocknete Papierbrei. Die Summe aller Werte (Extrakt + basische AS + 
Riickstand) mu8 natiirlich der aufgetragenen Menge entsprechen. In zahlreichen 
Bilanzversuchen ergab sich stets gute Ubereinstimmung, 96-100’, wurden wieder- 
gefunden, 

Papierchromatographie: Papier Schleicher & Schiill 2043b 12,5 x 58 cm; 
absteigende Technik; Laufstrecke 50 cm. Reihe 2 (Abb. 2). Der Extrakt (Elektro- 
phoresestreifen) wird in der gleichen Weise wie oben (unter Hydrolyse) beschrieben 
i. Vak.eingedampft; diesmal aber mit Siedekapillare und unter Zusatz von etwas 
Amylalkohol zur Vermeidung des lastigen Schiumens. Der Riickstand wird mit 
soviel Wasser aufgenommen, da man eine etwa 3-proz. Aminosiure-Lésung erhalt, 
und gut durchmischt. Das (schwerlésliche) Veronal fallt in Form so feiner Nadeln 
aus, daB es die Handhabung der Kapillarpipetten nicht stort. Etwa 120 ul werden 
nun in 6 Portionen auf der breiten Startlinie aufgetragen, kleine Proben (20 yl) 
abgezweigt und direkt analysiert, so daB die aufgetragene Menge wieder genau 
definiert ist. Trennung mittels Phenols!”, gesattigt mit 0,03-proz. Ammoniak; Trock- 
nung an der Luft, spaiter im Warmluftstrom bis zur Geruchlosigkeit. Zur Markie- 
rung wird mit sehr wenig 0,01-proz. Ninhydrinlésung gespriiht (nicht befeuchten, 
nur leicht tiberschleiern!), reichlich mit m/10-Phosphatpufferlésung, py 7 bis 7,5, 
bespriiht, 5 Min. bei 105° getrocknet und im UV-Licht!*® (365 mu) mit Bleistift 
angezeichnet. Ausbeute nach Auftrennung: 98 bis 105°, der aufgetragenen 
Menge. 

Reihe 3 (Abb. 3). 40 cmm Hydrolysat, entsprechend 400 y «-Amino N werden 
in der oben beschriebenen Weise auf der Startlinie eines 12,5 x 58 cm grofen 
Streifens aufgetragen und mit n-Butanol : Hisessig : Wasser =4:1:5 aufge- 
trennt. AnschlieBend Trocknung an der Luft, dann im Trockenschrank bis zur 
Geruchlosigkeit. Reichlich mit m/10-Phosphatpuffer p,; 7 bis 7,5 bespriihen, 5 Min. 
bei 105° trocknen und im UV-Licht markieren. 


Ausbeute nach Auftrennung 98 bis 104°, der aufgetragenen Menge. 


10 W. GraBmann, K. Hannig u. M. Knedel, Dtsch. med. Wschr. 76, 
333—336 [1951]. 

11 Auch hier leistet die Buntfarbung nach Miiting* gute Dienste bei Vor- 
versuchen. 

22 Vollig reines Phenol, frei von Schwermetallspuren, kann ohne SchutzmaB- 
nahme gegen Verfarbung zur Chromatographie genommen werden. 

13 Die groBe Analysenquarzlampe Thelta Q 91, Firma Melzer & Seipp, 
Zella Mehlis, ist gut geeignet. 


bo 
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Nach der Originalvorschrift wird das Papier in 5 ml Cu-Phosphat- 
suspension geschiittelt und 2,0 ml Filtrat zur Kupferbestimmung ver- 
wandt. Betragt das Papiergewicht jedoch mehr als etwa 400 mg, was be- 
breiteren Zonen mitunter der Fall ist, so werden keine 2 ml Filtrat er- 
halten. Man mu8 dann entsprechend mehr (10,0 ml) Suspensionsgemisch 





chromatogrammen modifizierte, wurde in mehrfacher Hinsicht erweitert 


stoffen mit Hilfe der Papierchromatographie innerhalb weniger Tage 
ermOglicht. 

Ein einfaches Trennungsschema wird angegeben, nach dem jede in 
Proteinhydrolysaten anfallende Aminosiure getrennt erfaBt und _ be- 


saten vorkommen, Korrekturfaktoren angegeben, welche die jeweilige 
Abweichung von der idealen Komplexformel Cu (Aminos), erfassen. 


‘ : : ete. atts Gi 
anwenden und dies selbstverstiindlich bei der Rechnung beriicksichtigen. | * 
Dasselbe gilt sinngema8 fiir Aminosiuren, die in Vorversuchen als be- i 
sonders stark vertreten erkannt wurden, da hier zu hohe optische Dichten | ~" 
erreicht wirden. 
Berechnung der Ergebnisse 
Der dem abgelesenen Extinktionswert entsprechende Cu-Wert (y Cu) wird in 
der Kupfereichkurve aufgesucht. Daraus errechnet sich der «-Aminostickstoff nach 
der Beziehung: vo! 
x = (Cu—-Cuplina)-1,10 y «-Aminostickstoff ko 
2' Atomgew. Stickstoff- 5 ‘ 
o= 2 " gal 
1,10 = | Atomgew. Kupfer - 2 ™! Filtrat) ae 
Reihe 1 x-MG.-/-N.-100 Ki : : 
panna [selene g bas. AS/100 g > 
(s. Abb. 1) Srey ~ She BE gs Proce ven 
Reihe 2 Z-x-MG-f-N 2-100 : 
on L 3/100 Dp z. 
(s. Abb. 2) Ec 8 88 Pree " : 
Reihe 3 : x-MG-f-N.-100 ; . an 
. a xy AS/1¢ 
(s. Abb. 3) See) SAA g ree 9 
x = fiir betreffende AS gefundener Wert in y «-Amino N ‘ 
MG = Molekulargewicht der betreffenden AS yok 
f = tang f (aus Tab. 1) nic! 
Na = g «-Amino N/100 g Protein (experimentelle Best. s. S. 16) reic 
E = y «-Amino N, aufgetragen auf Elektrophoresestreifen Sck 
Z = E — bas. AS in y a-Amino N sicl 
y = y «-Amino N, aufgetragen auf das Papierchromatogramm sen 
14,008 selbstverstandlich Atomgew. von Stickstoff. 
Zusammenfassung 
waa 
Die Kupferphosphatmethode von Pope und Stevens, die Woiwod |zur 
zu einer Mikromethode zur Bestimmung von Aminosiuren auf Papier- = 


und damit eine vollstiindige und genaue Bausteinanalyse von Eiweib- |von 


stimmt werden kann. Chor 
Ferner werden fiir simtliche Aminosiuren, die in diesen Hydroly- teilh 
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Zink im Tapetum lucidum * 
Von 


Giinther Weitzel, Franz-Josef Strecker, Ursula Roester, Eckhardt Buddecke 
und Anna-Maria Fretzdorff 


Aus der Medizinischen Forschungsanstalt (Biochemische Abteilung) der Max-Planck-Gesellschaft, 
Géttingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. November 1953) 


Herrn Professor Otto Hahn zum 75. Geburtstag 


In einer vor kurzem ver6éffentlichten Arbeit iiber ,,Zink in den Augen 
von Saugetieren“‘! berichteten wir tiber den Zinkgehalt von Linse, Glas- 
korper, Netzhaut, Aderhaut:und Iris bei 15 Séugetierarten. Dabei er- 
gaben sich fiir Linse und Glaskérper, zumeist auch fiir Netzhaut und Iris, 
keine besonders hohen Zinkwerte: in der Aderhaut einiger Siugetiere 
fanden wir dagegen einen sehr hohen Zinkgehalt. Die Durchschnittswerte 
fiir die Trockensubstanz der Aderhaut von 20—34 Augen beliefen sich — 
z. B. beim Hund auf 0,9%, beim Marder auf 3,2% und beim Fuchs auf 
3,8% Zink. Auch Iltis und Wiesel zeigten in der Aderhaut Zinkwerte 
dieser GréBenordnung. Ein Gewebe mit so hohem Zinkgehalt war bei 
Saugetieren bisher nicht bekannt; nur Leiner? hat ahnliche Zinkmengen 
in den Augen einiger Knochenfische gefunden, wo die Aderhaut jedoch 
nicht ganz so hohe Zinkwerte wie bei den genannten Saugetieren er- 
reichte. Nachstehend berichten wir iiber Untersuchungen, die wir am 
Schlu8 unserer oben zitierten Veréffentlichung! ankiindigten und die 
sich mit der Lokalisation des Zinks in der Aderhaut befassen. 





Methodik 
Praparation: Wie friiher! beschrieben. Augenteile, deren Gewicht fiir Ein- 
waage im Kjeldahlkolben zu gering war, wurden auf halbierten Deckglaischen 
zur Bestimmung des Frisch- und Trockengewichtes eingewogen. Bei kleineren 
Gewebemengen ist rasches Arbeiten erforderlich, um Gewichtsabnahmen durch 


Wasserverluste moéglichst gering zu halten. 
Zinkanalysen: Nach der von uns® ausgearbeiteten Methode zur Bestimmung 


von Zink in biologischem Material. Untere Erfassungsgrenze etwa 1 y Zink. 


Ergebnisse 


Zink und Aderhautpigment 

Es war zunachst nicht zu entscheiden, ob bei Tieren mit zinkreicher 
Chorioidea alle Bezirke der Aderhaut gleichmaBig am Zinkreichtum 
teilhaben oder ob das Zink in speziellen Gewebeelementen der Aderhaut 


* Vorgetragen von G. Weitzel auf der Tagung der Deutschen Gesellschaft 
fiir Physiologische Chemie am 3. Oktober 1953 in Homburg (Saar). 
1 G. Weitzel u. A.-M. Fretzdorff, diese Z. 292, 221 [1953]. 
2 M. Leiner u. G. Leiner, Biol. Zbl. 62, 119 [1942]; 64, 293 [1944]. 
3G. Weitzel u. A.-M. Fretzdorff, diese Z. 292, 212 [1953]. 
1* 
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angereichert ist. Man konnte z. B. vermuten, das Zink sei mit dem Pig - 
ment der Aderhaut verbunden, wie es Bowness und Mitarbeiter4 auf 
Grund ihrer Untersuchungen an Augen von Rind, Schaf und Kaninchen 
annehmen. Denn diese Autoren fanden in der Aderhaut albinotischer 
Kaninchen nur einen Bruchteil der bei pigmentierten Kaninchen vorhan- 
denen Zinkmenge. Dagegen stellten wir! praktisch keine Unterschiede 
zwischen beiden Tiergruppen fest. Inzwischen untersuchten wir nochmals 
10 Augen albinotischer Kaninchen und fanden in der Aderhaut im Mittel 
306 y Zink/1 g Frischgewicht bzw. 2076 y Zink/1 g Trockengewicht, d.h. 
fast die gleichen Werte wie bei pigmentierten Kaninchen (291 bzw. 
2000 y Zn)?. Wir kénnen daher nach wie vor im Zinkgehalt der Ader- 
haut pigmentierter und albinotischer Kaninchen keine signifikanten 
Differenzen erkennen. 

Bei einem Pferde hatten wir Gelegenheit, eine unpigmentierte Ader- 
hautpartie mit der angrenzenden pigmentierten zu vergleichen, wobei 
Unterschiede im Zinkgehalt praktisch nicht vorlagen. Denn wir erhielten 
fiir die nicht pigmentierte Aderhaut 126 y Zink/1 g Frisch- bzw. 517 y 
Zink/1 g Trockengewebe, fiir die pigmentierte Aderhaut 112 y Zink/1 g 
Frisch- bzw. 549 y Zink/1 g Trockengewebe. Demnach ist das Aderhaut- 
pigment offenbar nicht als Trager der groben Zinkmengen in Betracht zu 
ziehen. 


Tapetum lucidum 

Die meisten Saugetierarten besitzen als spezielles Gewebe innerhalb 
der Aderhaut ein Tapetum lucidum, welches auf ein bestimmtes 
Gebiet in der oberen Halfte des Augenhintergrundes begrenzt ist (s. Abb. 
] und 2). 

Das Tapetum zeichnet sich durch einen oft farbenprachtigen, blau- 
griin-gelb schillernden Glanz aus und hebt sich bei makroskopischer 
Betrachtung des Fundus deutlich vom iibrigen Augenhintergrund ab. 
Histologisch tritt es in zwei Formen auf: bei Herbivoren als Tapetum 
lucidum fibrosum, aus einem Fasergewebe bestehend, bei Carnivoren 
als Tapetum lucidum cellulosum, aus grofen Zellen aufgebaut. 

Bei einem Uberblick iiber alle von uns untersuchten Saugetiere 
fillt auf, daB ganz auBergewohnlich hohe Zinkmengen nur in der Ader- 
haut von Carnivoren wie Hund, Fuchs, Marder, Iltis, Wiesel, Dachs, 
zum Teil auch Katze, auftreten, welche simtlich ein Tapetum lucidum 
cellulosum in der Aderhaut besitzen. Dagegen sind die bei Herbivoren 
ermittelten Zinkwerte der Aderhaut ganz erheblich geringer. Wir unter- 
suchten daher getrennt den Zinkgehalt des Tapetumbezirks und der 
iibrigen, tapetumfreien Aderhaut bei Herbivoren und beiCarnivoren. 

In Tab. 1 sind die fiir Rind, Pferd und Schaf erhaltenen Mittelwerte 
fiir den Zinkgehalt des Tapetumbezirks, der tapetumfreien tibrigen Ader- 
haut und der Netzhaut zusammengestellt. Ein Uberblick iiber die Tape- 


4 J.M. Bowness, R. A. Morton, M.H. Shakir u. A. L. Stubbs, Biochem. 
J.53, 521 [1952]; J.M. Bowness u. R. A. Morton, Biochem. J. 51, 530 [1952]. 
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tumwerte ergibt, daB in keinem Falle dem Tapetumbezirk ein iiber- 
durchschnittlicher Zinkgehalt zukommt; es zeigt sich sogar, daB die 
iibrige, tapetumfreie Aderhaut vom Pferd, Rind und Schaf bei Bezug- 
nahme auf 1 g Frisch- bzw. 1 g Trockengewebe erheblich mehr Zink 
enthalt als der Tapetumbezirk. 


Tab. 1. Zinkgehalt des Tapetumbezirks, der tapetumfreien iibrigen Aderhaut und 
der Netzhaut bei Herbivoren (Mittelwerte). 











Anzahl Zinkgehalt in y pro: 
5 der unter- 
Tier: , 1 
Tierart Augenteil suchten | 1 Augen- Bricth. ay 
Augen teil gewebe | gewebe 
Tapetumbezirk . . . . 20 5 21 97 
Rind. . . | ttbrige Aderhaut . . . 20 8. 70 360 
Netzhaut ...... 20 8 16 112 
Tapetumbezirk . . . . 12 22 44 206 
Pferd . . | tibrige Aderhaut .. . 14 25 107 664 
Netzhaut ...... 8 10 14 156 
Tapetumbezirk . .. . 10 8 48 269 
Schaf. . . | iibrige Aderhaut .. . 10 10 117 717 
Netzhaut ...... 10 6 22 170 























Durch die Abtrennung des zinkarmen Tapetumbezirks ergeben sich 
fiir die tapetumfreie iibrige Aderhaut von Pferd und Schaf mehr als 
100 y Zink/1 g Frischgewebe, wahrend Rinder 70 y Zink/1 g Frischgewebe 
erreichen. Setzt man die Grenze zum zinkreichen Gewebe mit rund 50 y 
Zink/1 g Frischgewicht an, so ist die tapetumfreie Aderhaut beson- 
ders bei Pferd und Schaf, aber auch beim Rind, als zinkreich zu be- 
zeichnen. 

Der Zinkwert fiir die gesamte Aderhaut mu demnach héher als 
derjenige des Tapetumbezirks, aber geringer als derjenige der zink- 
reichen iibrigen Aderhaut sein. Dies trifft, wie unsere friiheren! Werte 
zeigen, fiir Rind und Pferd auch zu; dagegen fanden wir friiher?! fiir 
Schafe als Zinkgehalt der Gesamt-Aderhaut einen Mittelwert, der etwas 
unter dem jetzigen Tapetum-Zinkgehalt liegt. Dies beruht darauf, daB 
die damalige Tierserie, wie auch die biologische Schwankungsbreite 
zeigte, einige besonders zinkarme Aderhiute enthielt. 

Die in Tab. 1 mit aufgefiihrten Netzhautwerte bestitigen unseren 
bereits friiher erhobenen Befund, wonach. die Netzhaut von Rind, Pferd 
und Schaf nicht zu den zinkreichen Geweben gehort. 

Die Mittelwerte der Tab. 1 geben iiber die Streuung der Einzelwerte 
keinen AufschluB. Die biologische Schwankungsbreite, ausgedriickt in 
y Zink pro 1 Augenteil, betragt fiir die in Tab. 1 angefiihrten Ergebnisse 
in der Reihenfolge Tapetumbezirk, iibrige Aderhaut, Netzhaut beim 

tind: 3—6 y, 6—11 y und 7—11 y; beim Pferd: 19—28 y, 21—31 y und 
8—13 y: beim Schaf: 7—10 y, 9—14 y und 4—3 y. 
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Tab. 2, Zinkgehalt des Tapetumbezirks, der tapetumfreien iibrigen Aderhau t 
und der Netzhaut bei Carnivoren (Mittelwerte). 




















Ansahl Zinkgehalt in y pro: 
; . der unter- 
Tierart Augenteil lg lg 
“ — 1 el Frisch- | Trocken- 

— ” gewebe | gewebe 

Tapetumbezirk . . . . 17 369 10119 46 496 

Hund iibrige Aderhaut .. . 17 23 307 2213 
Netzhaut ...... 7 8 58 565 
Tapetumbezirk .... 12 675 18017 67 233 

Fuchs iibrige Aderhaut .. . 12 11 264 1308 
Netzhaut ...... 12 8 51 528 
Tapetumbezirk . .. . 2 215 16570 61300 

Dachs iibrige Aderhaut . . . 2 9 2153 8730 
Netzhaut ...... 2 it 160 1385 
Tapetumbezirk . .. . 16 A 1128 4640 

Katze iibrige Aderhaut . ... 14 7 100 632 
Netzhaut ...... 22 6 72 472 














Ganz anders als das Tapetum lucidum fibrosum der Herbivoren mit 
seinen relativ niedrigen Zinkwerten verhalt sich das Tapetum lucidum 
cellulosum der Carnivoren. In Tab. 2 ist der Zinkgehalt des Tapetum- 
bezirks, der tapetumfreien tibrigen Aderhaut und der Netzhaut bei 
Carnivoren angegeben. Bei Hund, Fuchs und Dachs, weniger ausgepragt 
bei der Katze, finden sich im Tapetumbezirk extrem hohe Zinkwerte, 
denen gegeniiber der Zinkgehalt der iibrigen, tapetumfreien Aderhaut 
unbedeutend erscheint. Die Durchschnittswerte von jeweils 12—17 Augen 
betragen fiir die Trockensubstanz des Tapetumbezirks beim Fuchs 6,7%, 
beim Hund 4,6%, bei der Katze 0,5% und bei einem Dachs 6,1% Zink. 
In unserer friiheren Mitteilung! berichteten wir u. a. tiber die ungewéhn- 
lich hohen Zinkmengen in der Gesamt-Aderhaut von Hund, Fuchs 
und Katze; durch die praparative Trennung in Tapetumbezirk und 
tapetumfreie Aderhaut wird nunmehr deutlich, daB (s. Tab. 2) fast das 
gesamte, in der Aderhaut enthaltene Zink dem Tapetumbezirk angehért. 

Die in Tab. 2 enthaltenen Mittelwerte beruhen auf den Ergebnissen 
der Zinkanalysen von jeweils 2 Augen (mit Ausnahme der Analyse eines 
Hundeauges), vom Dachs stand uns nur ein Augenpaar zur Verfiigung. 
Die biologische Schwankungsbreite, ausgedriickt in y Zink pro 1 Augen- 
teil, betrug in der Reihenfolge Tapetumbezirk, iibrige Aderhaut, Netz- 
haut beim Hund: 240—590 y, 15—28 y und 5—11 y; beim Fuchs 504 bis 
990 y, 5—21 y und 5—11 y; bei der Katze: 34—56 y, 5—8 y und 4—7 y. 

Bei Katzenaugen beobachteten wir friiher! eine auffallend hohe 
biologische Schwankungsbreite der Zinkwerte fiir Netz- und Aderhaut. 

Die groéBere Einheitlichkeit der jetzt in Tab. 2 zusammengefaBten 
Werte beruht darauf, daB in Tab. 2 nur Zinkanalysen erwachsener 
Tiere mit gut ausgebildetem Tapetum enthalten sind, wihrend wir friiher 
bei der Ermittlung des durchschnittlichen Zinkgehaltes junge und er- 
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wachsene Katzen gleichmaBig bewerteten. Inzwischen stellten wir jedoch 
fest, daB der Zinkgehalt des Tapetums und damit auch der Gesamt-Ader- 
haut erst beim erwachsenen Tier seine volle Héhe erreicht (s. hierzu 
unten ,,Tapetum-Zink beim jungen Tier‘). Die Schwankungsbreite in 
y Zink/Augenteil betriagt in Tab. 2: Tapetumbezirk 34—36, tibrige 
tapetumfreie Aderhaut 5,3—8,7 und Netzhaut 4,0—7,3. 

Die bei unseren friiheren Bestimmungen teilweise erhaltenen sehr 
hohen Zinkwerte der Netzhaut der Katze hatten zu einem Mittelwert von 
108 y/1 g Frischgewicht gefiihrt. Die praparative Trennung der Netzhaut 
von der Aderhaut ist bei Katzen erschwert, weil das Gewebe der Netz- 
und Aderhaut einschlieBlich des Tapetums bei Katzen sehr weich ist 
und daher leichteste Beriihrung des Tapetumbezirks vermieden werden 
muB. Bei unseren jetzigen Praparationen haben wir dies besonders 
beachtet, woraus sich der in Tab. 2 angegebene geringere Durchschnitts- 
wert fiir den Zinkgehalt der Netzhaut fiir Katzen und seine geringere 
Schwankung erkliren. Die gleichen Schwierigkeiten bestehen bei der 
Priparation der Netzhaut der zudem noch sehr kleinen Augen von 
Dachs, Iltis und Wiesel. 

Die Zinkwerte der Tab. 3 beziehen sich auf den Tapetum-Bezirk 
der Aderhaut, nicht auf das isolierte Tapetumgewebe. Wie aus Abb. 2 
(s. 0.) hervorgeht, besteht der Tapetum-Bezirk der Aderhaut aus dem 
Tapetum selbst und der dahinter liegenden Chorioidea propria. In den 
Zinkanalysen des Tapetumbezirks (Tab. 2) ist dieser hinter dem Tapetum 
liegende Aderhautabschnitt mit inbegriffen. Im weiteren Verlauf unserer 
Untersuchungen trennten wir daher das Tapetumgewebe praparativ 
vom dahinter liegenden Aderhautanteil und analysierten beide fiir sich. 
Die Ergebnisse der Zinkanalysen finden sich in Tab. 3. 





Tab. 3. Zinkgehalt des isolierten Tapetuins und des hinter dem Tapetum liegenden 
Aderhautbezirks bei Carnivoren (Mittelwerte). 




















| Anzahl |. Zinkgehalt in y pro: 
Tierart | Augenteil = Auge lg lg 
ie suchten | | Augen- Frisch- | Trocken- 
Augen _ gewebe | gewebe 
Tapetum isoliert 10 214 23722 72140 
Hund Aderhautbezirk 10 80 3334 10839 
hinter Tapetum 
Tapetum isoliert 10 606 33 068 115593 
Fuchs Aderhautbezirk c F 2 0nR 
hinter Tapetum ” - _— eis 
Tapetum isoliert 2 71 17911 74473 
Dachs Aderhautbezirk 2 37 7300 25174 
hinter Tapetum 








Aus Tab. 3 geht hervor, da der Zinkreichtum des Tapetumbezirks | 


dem eigentlichen Tapetumgewebe zuzuschreiben ist. Denn bei 


Hund und Fuchs betragt der Zinkgehalt des isolierten Tapetums rund | 
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das Sieben- bzw. Achtfache desjenigen der dahinter liegenden Aderhaut- 
partie, wenn man die Zinkwerte fiir 1 g Frisch- bzw. 1 g Trockengewebe 
vergleicht. Dabei ist zu beriicksichtigen, da eine voéllige praparative 
Trennung des Tapetums von der dahinter liegenden Aderhaut praktisch 
nicht méglich ist, so daB bei dieser Reste von Tapetumgewebe mit 
analysiert werden. Daraus erkliart sich der gegeniiber dem Tapetum 
zwar nur geringe, gegeniiber der iibrigen Aderhaut aber noch sehr hohe 
Zinkgehalt des hinter dem Tapetum liegenden Aderhautabschnittes. 


Die fiir das isolierte Tapetumgewebe bei Hund, Fuchs und Dachs 


erhaltenen Zinkwerte liegen, wie Tab. 3 zeigt, auBergewéhnlich hoch; 


z. B. betrigt der mittlere Zinkgehalt des getrockneten Tapetums beim 
Hund 7,2% und beim Fuchs 11,6°%! Driickt man die biologische Schwan- 
kungsbreite ebenfalls in % Zink des Trockengewebes aus, so ergibt sich 
fiir das isolierte Tapetum und den hinter dem Tapetum liegenden Ader- 
hautabschnitt (dessen Werte in Klammern) folgendes Bild: Hund 
6,1—8,5% (0,7—1,7%), Fuchs 9,7—13,8% (1,0—2,4%). 

Bei Katzen treten niedrigere und stirker schwankende Werte auf, 
so daB wir die Ergebnisse der Zinkanalysen von drei Augenpaaren einzeln 
mitteilen: Der Zinkgehalt in y Zink pro 1 g Trockengewebe belief sich 
fiir das isolierte Tapetum und die jeweils dahinter liegende Aderhaut- 
partie (deren Werte in Klammern) auf 4035 y (2615 y), 6065 y (4024 y) 
und 9681 y (3011 y). Auch hier liegt demnach der Zinkgehalt des Tape- 
tums hoher als derjenige des dahinter befindlichen Aderhautabschnittes, 
der sich nicht ganz frei von Tapetumanteilen praparieren lief. 


Zinkgehalt des Tapetum lucidum cellulosum bei Jungtieren 


Das Tapetum lucidum cellulosum wird embryonal angelegt, ent- 
wickelt sich aber erst nach der Geburt. Dementsprechend finden wir bei 
jungen Tieren mit noch nicht voll ausgebildetem Tapetum erheblich 
geringere Zinkmengen als bei erwachsenen Tieren, ohne da’ jedoch 
strenge Parallelitat zwischen Zinkgehalt des Tapetums und Alter des 
Jungtieres besteht. Zum Beispiel besaBen junge Hunde im Alter von 
5 Tagen (Analyse von 8 Augen) nur 0,16% Zink, und je zwei Hunde mit 
6 Wochen nur 0,33% bzw. 0,35%, mit einem Jahr 0,8% bzw. 1% Zink 
im getrockneten Tapetumbezirk, wahrend der entsprechende Durch- 
schnittswert erwachsener mehrjihriger Hunde bei 4,6% liegt. Ander- 
seits zeigten drei Monate alte Hunde bereits 1,8% bzw. 1,9°% und 6 bzw. 
8S Monate alte Tiere 2,8°% bzw. 2,0°, Zink in der Trockensubstanz des 
Tapetumbezirks. Damit stimmt der niedrige Zinkgehalt tiberein, den 
wir im Tapetumbezirk eines etwa 6 Monate alten Fuchses fanden: 65 y 
pro Teil, 1800 y pro 1 g Frisch- und 6 100 y Zink pro 1 g Trockengewebe. 

Junge Katzen verhielten sich ahnlich. Der Zinkgehalt des trockenen 
Tapetumbezirkes belief sich bei zwei 6 Wochen alten Tieren auf 0,18 
bzw. 0,23%, bei zwei 8 Wochen alten Tieren auf 0,16 bzw. 0,20°% und 
bei zwei 6 Monate alten Tieren auf 0,26 bzw. 0,38°%, wiahrend der Mittel- 
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wert des getrockneten Tapetumbezirkes erwachsener Katzen bei 0,46% 
(s. oben Tab. 2) liegt. Méglicherweise besteht nicht nur fir Jungtiere, 
sondern auch fiir erwachsene Tiere, ein Zusammenhang zwischen dem 
Zinkgehalt der Nahrung und der Ansammlung von Zink im Tapetum- 
gewebe; Einzelbeobachtungen sprechen dariiber hinaus auch fiir anlage- 
bedingte Unterschiede. 


Injektion zinkbindender Reagenzien 

Kadota® hat als erster gezeigt, daB durch Injektion starker Zink- 
Komplexbildner das zinkreiche Inselgewebe geschadigt und unter Um- 
stiinden weitgehend zerstért werden kann. Daraus ergab sich fiir uns 
die Frage, ob in entsprechender Weise bei Tieren mit zinkreicher Ader- 
haut durch Injektion zinkbindender Mittel Schidigungen des Augen- 
hintergrundes auftreten, zumal die Zinkkonzentration in der Aberhaut 
wesentlich héher ist als im Inselgewebe (s. unten). 

Wir injizierten Hunden 100 mg Dithizon/kg i. v. und beobachteten 
den Augenhintergrund. Sehr bald (10—15 Min.) nach der Injektion er- 
kennt man eine von den Aderhautgefiafen ausgehende Rotfirbung, die 
deutlich den Tapetumbereich aus dem iibrigen Fundus heraushebt. In 
den folgenden Stunden nimmt der Tapetumbezirk einen intensiven rot- 
violetten Farbton an. Nach etwa 8—12 Stdn. sind alle feinen Struk- 
turen in der Tapetumzone verschwunden, nach etwa 24 Stdn. ist in 
der Regel der Hund blind. Im Tapetumbereich hat sich eine Netz- 
hautablésung ausgebildet, die Netzhaut haingt zu beiden Seiten der 
Papille blasig nach unten herab. In diesem Stadium ist das Tapetum 
zerstort, der Tapetumbezirk zeigt schwere GefaiBverainderungen, Blu- 
tungen und zahlreiche abraiumende Zellen. 

Die Dithizondosis, welche zu schweren Verainderungen im Augen- 
hintergrund und zum Verluste des Sehvermégens fihrt, ist beim gut 
gefiitterten Hund geringer als die diabetogene Dosis. Unsere Dithizon- 
hunde zeigten bei bis zu einjaihriger Beobachtungszeit, von der Erblin- 
dung abgesehen, keine weiteren Schiden. 

Dithizon-Versuche an Katzen fiihrten zu weniger eindrucksvollen 
Veranderungen am Fundus als bei Hunden. Da Katzen a priori viel 
weniger Zink im Tapetumbezirk aufweisen als Hunde (s. Tab. 2), fiihrt 
vermutlich eine partielle Entzinkung des Tapetums zu weniger krassen 
Gewebeveranderungen. 

An Stelle von Dithizon priiften wir bei Hunden auch die Wirkung 
intravenéser Injektionen von 8-Oxy-chinolin. Dabei beobachteten wir 
unter Einhaltung gleicher Versuchsbedingungen sehr viel geringere 
Veriinderungen am Augenhintergrund als nach Dithizon. 

Untersucht man den Zinkgehalt der Aderhaut bzw. des Tapetum- 
bezirks in verschiedenen Zeitabstinden nach Einwirkung von Dithizon, 
so zeigt sich, daB der gréBte Teil des Zinks sehr bald aus der Aderhaut 


5 J. Kadota, J. Lab. clin. Med. 35, 568 [1950]; J. Kadota u. O. Midori- 
kawa, J. Lab. clin. Med. 38, 671 [1951]. 
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verschwindet und auch spiater nicht wieder in das Gewebe eingebaut 
wird. Die Ergebnisse entsprechender Versuche finden sich in Tab. 4. 


Tab. 4. Zinkgehalt der Gesamt-Aderhaut und des Tapetumbezirks von Hunden 
und Katzen nach Injektion von Dithizon* (stets 100 mg/kg i. v.). 























Teterenen Zinkgehalt in y pro: 
m: zwischen Injek- | Untersuchtes 1 l 
nae tion und Zink- Gewebe Frisch. i. 
analyse gewicht | gewicht 
UAH! GPs) and hah el 48 Stunden |Gesamtaderhaut 77 44] 
Leis even 1 Jahr Gesamtaderhaut 102 461 
i verte von 2 5 
Mittelwerte von 20 nor -- Gesamtaderhaut. 1372 8803 
malen Hundeaugen 
Hund 17. 4 Tage Tapetumbezirk 206 1233 
Hund 14. : See 5 Tage Tapetumbezirk 68 392 
Mittelwerte von 17 nor- _ Tapetumbezirk 10119 46 496 
malen Hundeaugen 
Katze 9. grandee 2 Tage Tapetumbezirk 426 1650 
EMENZORO ce: cl ak se 3 Tage Tapetumbezirk 482 1990 
ENQUZO Fs 8) so se 4 Tage Tapetumbezirk 347 1664 
Mittelwerte von 16 nor- - Tapetumbezirk 1128 4640 
malen Katzenaugen 


* Injektionslisung: 15—20 mg Dithizon/ecm, unter Zusatz von NH,HCO, in der Wiirme gelést. 


In Tab. 4 sind die Zinkwerte der Gesamt-Aderhaut bzw. des Tape- 
tumbezirks von Hunden und Katzen zusammengestellt, welche i. v. 
Dithizon (100 mg/kg) erhalten hatten. Die Hunde F und P, bei denen 
wir die Gesamt-Aderhaut analysierten, besaBen im Vergleich zur 
Gesamt-Aderhaut normaler Hunde nur noch wenige Prozent (um 5%) 
der durchschnittlichen Zinkmenge. Dabei ist bemerkenswert, daB der 
eine Hund 2 Tage, der andere ein Jahr nach der Dithizoninjektion zur 
Untersuchung kam, ohne da die Zinkwerte der Gesamt-Aderhaut 
wesentlich differierten. 

Aus den Zinkanalysen des isolierten Tapetumbezirks der Hunde 
17 und 14 (Tab. 4) geht hervor, daB die Entzinkung des Tapetums 
fiir den Zinkverlust der Aderhaut verantwortlich ist. Denn der Tapetum- 
bezirk verliert nach der Dithizon-Injektion 96—99°% seines urspriing- 
lichen Zinkgehaltes. 

Auch die Ergebnisse der Zinkanalysen des Tapetumbezirks von 
Dithizon-Katzen lassen eine erhebliche Senkung der Zinkwerte er- 
kennen; allerdings ist diese bei weitem nicht so ausgepragt wie bei 
Hunden. Auf Grund der in Tab. 4 enthaltenen Werte von drei Dithizon- 
Katzen kann man den Zinkverlust des Tapetumbezirkes auf ungefahr 
zwei Drittel des urspriinglichen Zinkgehaltes abschiitzen. 

Bei mikroskopischer Betrachtung des Tapetums von Dithizon-Tieren 
laBt sich direkt das Gebiet zeigen, in welchem sich die Entzinkung 
abspielt. Die Ergebnisse unserer histologischen Untersuchungen am 
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normalen und durch zinkbindende Reagenzien geschiidigten Tapetum 
lucidum ver6dffentlichen wir an anderer Stelle®. 


Besprechung der Ergebnisse 
Aus unseren Befunden geht hervor, dai der Zinkreichtum derAder- 
haut von Carnivoren auf einem extrem hohen Zinkgehalt des 
Tapetum lucidum cellulosum beruht. Ein Vergleich der Zinkwerte 
von Gesamt-Aderhaut, Tapetumbezirk der Aderhaut und isoliertem Ta- 
petum 14Bt sehr deutlich eine stufenformige Steigerung erkennen (Tab. 5). 


Tab. 5. Zinkgehalt in °, der Trockensubstanz (Mittelwerte). 








Gesamt- Tapetum- isoliertes 
Aderhaut bezirk Tapetum 
BORN = repo: cies, ee 0,9% | 4.6 % aie 
. See aoe 3,8°, | 6,7 °, 11,6", 
ae em er 0.2% 0,46° ,, etwa 0,7°,, 


Das Tapetum lucidum cellulosum zeigt damit vor allem bei Hund und 
Fuchs, aber auch beim Dachs (s. oben) einen so hohen Zinkgehalt, wie 
man ihn bisher fiir lebendes Gewebe woh! kaum fiir méglich gehalten 
hatte. Die héchsten, bisher von uns beobachteten Werte belaufen sich 
beim Hund auf 8,5%, beim Fuchs auf 13.8%, Zink in der Trocken- 
substanz des Tapetumgewebes. Ein zinkreiches Gewebe, welches sich im 
Zinkgehalt mit dem Tapetum dieser Tierarten messen k6nnte, ist bisher 
nicht bekannt. Auch das Inselgewebe des Pankreas folgt erst in weitem 
Abstand, denn der von uns?’ kiirzlich durch Zinkanalysen der iso- 
lierten Inselorgane von Knochenfischen erstmalig bestimmte 
Zinkgehalt der Inseln liegt im Bereiche von 100—1000 y Zink/1 g 
Frischgewebe bzw. 500—5000 y, d.h. 0,05—0,5% Zink/1 g Trocken- 
gewebe; ein Bereich, der auch fiir Saiugetiere gelten diirfte. 

Da wir im Tapetum lucidum ein vollstindiges Gewebe analysieren, 
muB8B der Zinkgehalt der zugrundeliegenden Zinkverbindung noch erheb- 
lich héher sein als der Zinkwert des getrockneten Tapetums. Nimmt 
man z. B. an, daB die Halfte oder zwei Drittel des Tapetumgewebes 
nicht der Zinkverbindung angehéren, so kommt man beispielsweise 
beim Fuchs-Tapetum mit etwa 11% Zink in der Trockensubstanz zu 
einem Zinkgehalt der reinen Zinkverbindung, der zwischen 20 und 40% 
liegt. 

Die Schaédigung und Zerst6rung des Tapetums durch Injektion von 
Dithizon bei Hunden ist der Schadigung des Inselorgans durch dasselbe 
Reagens vergleichbar. Das Ausmafs der Schidigung scheint jedoch sehr 
von der lokalen Zinkkonzentration und auBerdem von der Reaktions- 
fahigkeit der in dem betreffenden Gewebe vorhandenen Zinkverbindung 


6 F.-J. Strecker, U. Roester, E. Buddecke u. G. Weitzel, a. a. O. 
7G. Weitzel, F.-J. Strecker, U. Roester, A.-M. Fretzdorff u. E. 
Buddecke, diese Z. 295, 83 [1953]. 
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abzuhingen. Das Tapetum lucidum cellulosum bietet nach unseren 
Versuchen dem Dithizon sehr gute Angriffsméglichkeiten, offenbar 
noch bessere als das Inselgewebe, da (s. oben) unter unseren Versuchs- 
bedingungen beim Hund mit der volligen Zerst6rung des Tapetum- 
gewebes keine entsprechend schwere Schadigung des Inselorgans ein- 
hergeht. 

Wolff, Maske und Mitarbeiter® fiihrten ihre Untersuchungen itiber 
Dithizondiabetes u. a. an Hunden durch und beobachteten als klinischen 
Nebenbefund wahrend der Entwicklung des Dithizondiabetes eine Ver- 
schlechterung des Sehvermégens, die 6—12 Stdn. nach der Injektion 
zur teilweise oder vélligen Erblindung fiihrte. Als Ursache vermuten 
sie Glask6rpertriibungen oder Netzhautverainderungen; der Zinkreich- 
tum der Aderhaut von Hunden war zu dieser Zeit noch nicht bekannt. 

Die primaire Schaidigung des Augenhintergrundes nach Dithizon- 
Injektion am Hund besteht ohne Zweifel in der Entzinkung und Zer- 
st6rung des Tapetums, wiahrend die oben beschriebene und von uns bisher 
bei allen Dithizon-Hunden beobachtete Netzhautablésung als sekundire 
Schadigung aufzufassen ist: Sie ist eine Folge des Untergangs des direkt 
hinter der Netzhaut liegenden Tapetumgewebes. Bei Dithizon-Hunden 
ist die Entfernung des Zinks aus der Aderhaut irreversibel, denn bei bis 
zu einjihriger Beobachtungszeit stieg der Zinkgehalt der Aderhaut 
nicht wieder an. Das Tapetumgewebe wird durch die Entzinkung mit 
Dithizon so schwer geschidigt, daB eine Wiederherstellung der Zink- 
Depots nicht méglich ist. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit fiihren zu der Frage nach 
etwaigen Zusammenhangen zwischen der Funktion des’ Tapetum lucidum 
cellulosum und seinem hohen Zinkgehalt. Seit etwa 100 Jahren® nimmt 
man als Aufgabe des Tapetums an, als reflektierende Schicht die Seh- 
zellen ein zweites Mal zu belichten und dadurch eine méglichst gute 
Ausnutzung geringer Lichtmengen zu gewahrleisten. Diese Funktion 
wird beiden Arten des Tapetums, dem Tapetum fibrosum der Her- 
bivoren und dem Tapetum cellulosum der Carnivoren, in gleicher Weise 
zugeschrieben, waihrend der hohe Zinkgehalt nur dem letzteren zukommt. 
Es besteht daher die Méglichkeit, daB die Natur mit Hilfe der zwei ver- 
schiedenen Tapetumarten die gleiche Aufgabe auf zwei verschiedenen 
chemischen Wegen lost. 

AbschlieBend sei auf altere Vermutungen hingewiesen, welche dem 
Tapetum Luminescenzwirkungen zuschreiben!®. Damit ergeben sich 
Beziehungen zum Zink, da zahlreiche Zinkverbindungen Luminescenz- 


5’ H. Wolff, H.Maske, B. Stampflu. F. Baumgarten, Naunyn-Schmied- 
bergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 216, 440 [1952]. 

® F. Briicke, Arch. Anat. Physiol. 1845, zit. n. Handb. vgl. Anat. Wirbel- 
tiere (Berlin-Wien 1934) Bd. II, 2, 8. 1220; H. v. Helmholtz, zit. n. Handb. vgl. 
Physiologie (Jena 1913), Bd. IV, 8S. 732. 

10 C, Hess, Arch. vgl. Ophthalmologie 2, Nr.1 [1911], s. a. Handb. vel. 
Physiologie (Jena 1913), Bd. IV, 8. 733. 








30 W. GraBmann und K. Hannig, Bd. 296 (1954) 


effekte aufweisen. Hieriiber wird man jedoch erst dann genauere Aus- 
sagen machen kénnen, wenn die Isolierung der Zinkverbindung aus dem 
Tapetum lucidum cellulosum gelungen ist. 


Zusammenfassung 


Die Aderhaut von Carnivoren (Hund, Fuchs, Dachs, Marder, IItis, 
Wiesel, Katze) besitzt einen ungewohnlich hohen Zinkgehalt, wahrend 
Herbivoren in der Aderhaut wesentlich geringere Zinkmengen aufweisen. 

Da Herbivoren in der Aderhaut ein Tapetum lucidum fibrosum, 
Carnivoren ein Tapetum lucidum cellulosum besitzen, wurden 
Tapetum lucidum und tapetumfreie Aderhaut getrennt untersucht. 
Das Tapetum lucidum fibrosum der Herbivoren erwies sich nicht als 
zinkreich; dagegen zeigte das Tapetum lucidum cellulosum der Carni- 
voren einen enorm hohen Zinkgehalt. Wir fanden im isolierten Tape - 
tumgewebe beim Hund bis zu 8,5°% (im Mittel 7,2°), beim Fuchs bis 
zu 13,8% (im Mittel 11,6%) Zink in der Trockensubstanz. 

Dithizon-Injektion fiihrt beim Hund zu Zerstorung des Tapetums, 
Netzhautablésung und Erblindung. Der Tapetumbezirk erleidet dabei 
eine fast véllige und irreversible Entzinkung. Bei Katzen sind nach 
Dithizon-Injektion die Verinderungen im Augenhintergrund sowie die 
Zinkverluste des Tapetumbezirks weniger schwer als bei Hunden. 


Elektrophoretische Untersuchungen an Schlangen- 
und Insektentoxinen * 
Von 
W. GraBmann und K. Hannig’ 
Aus der Forschungsstelle fiir Eiwei8 und Leder in der] Max-Planck-Gesellschaft Regensburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. September 1953) 


Herrn Professor Dr. Otto Hahn zum 75. Geburtstag in Verehrung gewidmet 


Schlangen- und Insektentoxine zeigen wie kaum andere Naturstoffe 
so eindrucksvolle und vielseitige physiologische Wirkungen auf den Or- 
ganismus, da es verstindlich ist, wenn sie das menschliche Interesse 
schon seit sehr langer Zeit beanspruchen. Abgesehen von der praktischen 
Bedeutung als Heilmittel?, wie z. B. fiir rheumatische Erkrankungen? oder 
zur Behandlung der Epilepsie* sowie fiir die Therapie der Schlangen- 





E * Vorgetragen durch K. Hannig am 11. 10. 1952 anlaBlich der Tagung der 
Osterr. Chemischen Gesellschaft in Graz; Ref.: Osterr. Chem.-Ztg. 58, 278 [1952}, 
erweiterte Fassung. 

1 Vgl. z.B. K.Merten, Apotheker-Ztg. 3, 80 [1951]; H.W. Schmidt, 
Chem.-Ztg. 76, 707 [1952]; J. Grundmann, Med. Mschr. 1950, 570. 
2 K. A. Forster, Pharmazie 4, 499 [1949]. 
3 KI. D. Rudat, Psychiatrie, Neurol. med. Psychol. 3, 169 [1951]. 





TET 














54) 


us- 
em 





RBIS) 





Bd. 296 (1954) Untersuchungen an Schlangen- und Insektentoxinen 31 


bisse+ ist das wissenschaftliche Studium dieser Gifte auch in biochemi- 
scher Hinsicht wichtig. Uber die chemische Natur dieser tierischen Gifte 
ist indessen bis heute nur sehr wenig bekannt. Die Meinung, daB es sich 
neben anderen stickstoffhaltigen Verbindungen im wesentlichen um 
EiweiBstoffe handeln soll, war jahrzehntelang zweifelhaft und gilt erst 
nach den Untersuchungen von Wieland und Konz‘ als sichergestellt. 
Einige der wichtigsten Komponenten verschiedener Schlangengifte sind 
in der Zwischenzeit in ihrer Wirkung naher gekennzeichnet worden und 
man findet in der Literatur Methoden zu ihrer Anreicherung®, wobei im 


. allgemeinen die iiblichen fraktionierten EiweiSfallungen und Adsorp- 


tionsverfahren angewandt wurden. Zwei Komponenten, namlich die 
Lecithinase des Naja-Giftes’ und das Crotoxin des Klapperschlangen- - 
giftes®, sind bisher in kristallisierter Form erhalten worden. 

Ihrer Wirkung nach unterscheidet Slotta®’ Neurotoxine, die die Atmung 
lihmen, die Lecithinasen und Haimolysine, die die Blutkérperchen auflésen, 
die Koaguline, die die Blutgerinnung beeinflussen, Proteasen, die Eiweib- 
kérper abbauen und aus ibnen physiologisch hochwirksame Polypeptide oder 
Amine abspalten sollen, Kardiotoxine als herzmuskellahmende Substanzen 
und schlieBlich die Haimorrhagine. 

Da bei den meisten empfindlichen, proteinartigen Wirkstoffen mit 
der Gefabr der Verainderung durch Denaturierung zu rechnen ist, miissen 
fiir ihre chemische Aufklaérung und Trennung schonende Methoden ange- 
wandt werden und es lag nahe, dafiir die inzwischen entwickelten elek- 
trophoretischen Trennverfahren einzusetzen. 

So haben schon 1946/47 Polson und Mitarbeiter® die einzelnen Komponenten 
von Colubriden- und Viperidengiften unter den verschiedensten Bedingungen in 
der klassischen Tiselius-Apparatur untersucht. Neuerdings berichtete Slotta® 
iiber elektrophoretische Untersuchungen am frischen Gift der brasilianischen 
Klapperschlange (Crotalus t.t.). In allen Fallen konnten unter giinstigen Be- 
dingungen 7—8 Komponenten mit verschiedener Wanderungsgeschwindigkeit 
unterschieden werden. Eine vollstaindige praparative Herausarbeitung der einzelnen 
Fraktionen (vgl. dazu!!!) ist indessen in diesen Arbeiten nicht angestrebt worden, 
vielmehr verwendeten die genannten Autoren diese Methode nur fiir die analy- 
tische Untersuchung der Gifte. 

In Arbeiten, die als die ersten Beispiele papierelektrophoretischer Trennungen gel- 
ten miissen (vgl. dazu 1. c.16d), hatten bereits 1937/39 Konig und v.Klobusitzky™ 





4 H.W. Schmidt, Therap. d. Gegenwart 90, 260 [1951]. 
5 H. Wieland u. W. Konz, 8.-B. math.-naturwiss. Abt. bayer. Akad. Wiss. 
Miinchen 19386, 177. 
6 F. Micheel, H. Dietrich u. G. Bischoff, diese Z. 249, 160 [1937]; 
B.N. Ghosch u. 8.8. De, Indian J. med. Res. 25, 779 [1938]. 
7 §.S. De, Sci. and Cult. 6, 675 [1941]. 
8 K. Slotta, Experientia [Basel] 9, 81 [1953]. 
® A. Polson, F.G. Joubert u. D. Haig, Biochem. J. 40, 265 [1946]: 
J.M. Goncalves u. A. Polson, Arch. Biochemistry 18, 253 [1947]. 
10 A, Tiselius, Kolloid.-Z. 85, 129 [1938]; L.G. Longsworth u. D. A. 
McInnes, Chem. Rev. 24, 271 [1939]. 
1 KE. Wiedemann, Helv. chim. Acta 31, 2037 [1948]. 
2 P. Konig, Actas e trabalhos do Terceiro Congresso Sul-Americano de 
Chimica, Rio de Janeiro e Sao Paulo 2, 334 [1937]; D. v. Klobusitzky u. 
P. Kénig, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 192, 271 [1939]. 
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Abb. 1. 
Auswertung des angefarbten Streifens. 
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blutkoagulierende Wirkung gepriift. In neueren Arbeiten berichteten Th. Wie- 
Jand'§, wir!4 und vor kurzem Neumann! an einzelnen Beispielen iiber papier- 
elektrophoretische Auftrennungen von Schlangentoxinen und Bienengift. Dic 
Verteilung der Eiwei8komponenten wurde teils retentiometrisch'*, teils nac‘ 
Anfarbung mit Amidoschwarz 10b!4;"> ausgewertet. 

Dank dem Entgegenkommen der Firma Basilisk, Basel, die uns 
eine gréBere Zahl getrockneter Giftdriisensekrete verschiedener Viperiden - 
und Colubridentoxine zur Verfiigung stellte, war es uns méglich, an einem 
breiteren Material die Brauchbarkeit der papierelektrophoretischen 
Trennmethode fiir die Auftrennung und Kennzeichnung von Schlangen- 
toxingemischen zu studieren. In die Versuche wurde auch getrocknetes 
Bienengift einbezogen, das wir der Firma H. Mack Nachf., Illertissen, 
verdanken. Gleichzeitig wurden in Verbindung mit der elektrophore- 
tischen Trennung gewisse Fermentbestandteile der Sekrete, die man mit 
der Giftwirkung in Zusammenhang gebracht hat, verfolgt. Wir bedienten 
uns dabei einerseits der Elektrophorese auf Filtrierpapierstreifen in der 
von uns angegebenen Methodik !*, die mit Toxinmengen von 0,5 bis | my 
auszukommen erlaubt, andererseits der kontinuierlichen Arbeitsweise |". 
die eine Auftrennung gr6Berer Mengen ermoglicht. Eine Reindarstelluny 
bestimmter Komponenten und deren eingehende chemische und phar- 
makologische Untersuchung, die, wie unsere Versuche zeigen, auf diesem 
Wege sicher méglich sein sollten, war dabei vorerst nicht beabsichtigt 
und wegen der geringen zur Verfiigung stehenden Mengen der einzelnen 
Toxine auch zunachst nicht durehfiihrbar. 


In Abb. 1 sind die Elektrophoresekurven von 6 Colubridengiften 
zusammengestellt, in Abb. 2 diejenigen von 6 Viperidentoxinen. 


Es ist bemerkenswert, da simtliche Colubridengifte tibereinstim- 
mend mit dem friither schon untersuchten Cobratoxin!** bei einem pj; 
von 8,6 praktisch ausschlieBlich kathodisch wandern. Selbst in einem 
noch alkalischeren Milieu wandern die meisten Eiweibfraktionen der 
Colubriden zur Kathode, allerdings bei gleichzeitiger Verschlechte- 
rung des Auflésungsvermégens. Es handelt sich also offenbar bei allen 
diesen Stoffen um EiweiBkérper, die in bezug auf ihren basischen 
Charakter den stairksten basischen Eiweifistoffen, den Protaminen, ver- 
gleichbar sind. 

Bei dem stark basischen Charakter mu® nach friiher mitgeteilten Er- 
fahrungen!6d angenommen werden, daB die Anfarbung mit dem sauren Farbstoff 


13 Th. Wieland u. L. Wirt, Angew. Chem. 62, 473 [1950]. 

™ a) W. GraBmann, Naturwiss.. 88, 200 [1951]; b) W. GraBmann, Acta 
Albertina 20, 58 [1951/52]. 

® W. Neumann u. E. Habermann, Naturwiss. 39, 286 [1952]. 

16 a) W. GraBmann u. K. Hannig, Naturwiss. 37, 496 [1950]; b) W. GraB- 
mann, K. Hannig u. M. Knedel, Dtsch. med. Wschr. 76, 333 [1951]; c) W. 
GraBmann, Naturwiss. 38, 200 [1951]; d) W.GraBmann u. K. Hannig. | 
diese Z. 290, 1 [1952]. 

17 W. GraBmann u. K. Hannig, Naturwiss. 37, 397 [1950]; diese Z. 282. 
32 [1953]. 
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Abb. 3. Elektrophoresestreifen und photometrische Auswertung von Bienengift. 
Veronal-Natriumacetat-Puffer pj, 8,6; Lonenstarke 0.1; 110 Volt; 1 mA; Whatman 
Nr. 1; 4 Stdn, a) Anfarbung mit Ninhydrin; b) Anfarbung mit Amidoschwarz 10b. 
A Auftragstelle. 


Ier- 
»stoff 


Acta | 
> Amidoschwarz 10b entsprechend dem Saurebindevermégen'® intensiver ist als 
bei den Serumproteinen. Fiir eine genaue quantitative Bestimmung der Kiweib- 
rag. | Komponenten dieser Toxine miiBten also in jedem Fall Eichkurven ermittelt 
)W. werden!6d, was uns wegen der geringen Mengen an Schlangentoxinen nicht még- 
hig.t lich war. 

o> | 8 W. GraBmann u. J. Trupke, ,,Eiweibstoffe: in Physiol. Chem., Band 1, 
“""" | herausgegeben von B. Flaschentrager, Springer-Verlag Berlin, Gottingen, 
Heidelberg 1952, und zwar S. 624, 639, 681, 685. 
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Im Gegensatz zu den Colubridentoxinen enthalten die Viperiden- 


toxine neben fast immer vorhandenen basischen Komponenten in der | 





Hauptsache Eiwei®fraktionen, die bei py 8,6 zur Anode wandern. | 
Das Bienengift, dessen elektrophoretische Auftrennung uns wesent- | 


lich undeutlichere Bilder lieferte, schlieBt sich in seinem elektrochemi- 
schen Charakter offenbar mehr den Naja-Toxinen an. Wie aus Abb. 3 


(vergl. dazu 1.c.!4>) hervorgeht, enthilt es fast ausschlieBlich stark | 


basische, bei py 8,6 zur Kathode wandernde Proteinkomponenten. 


In diesem und in zahlreichen anderen Beispielen haben wir die Anfarbung | 


nacheinander mit Ninhydrin und anschlieBend am gleichen Pherogramm mit 
Amidoschwarz 10b vorgenommen und photometrisch ausgewertet. Das Ergebnis 
der Ninhydrinfarbung deckt sich weitgehend mit demjenigen der EiweiBfarbuny 


durch Amidoschwarz 10b, jedoch sind dabei hier noch zusatzlich 2 Komponenten | 


sichtbar, von denen eine anodisch und die andere kathodisch gewandert ist und 


vera 





die offenbar Aminosiuren oder kurzkettige Peptide darstellen. : ~ 
Die Priifung der Komponenten auf ihre enzymatische Wirkung | |. 
wurde in der Weise durchgefiihrt, dafs von den Toxinen je 2 Parallel-) 4 
streifen elektrophoretisch aufgetrennt wurden. Davon wurde der eine mit | H@ 
Amidoschwarz 10b angefarbt, der andere wie aus der Abb. 4 ersichtlich | : 
in einzelne Abschnitte zerschnitten, mit physiologischer Kochsalzlésung | 
eluiert und die Wirkung in den Eluaten nach den verschiedenen Test-| 
methoden gepriift. ; ge 
Die Bestimmung der direkten Himolyse erfolgte an einer Erythrocyten- 
aufschlimmung. Die Bestimmung der LecithinaseA-Aktivitat wurde durch Ein- | 
wirkung auf Eidotterlecithin und folgender Hamolyse an Erythrocyten nach- | 
gewiesen, der Nachweis der eidotterkoagulationshemmenden Wirkung | ™ 
nach dem Vorgehen von Fleckenstein!® und die Bestimmung der proteolyti- | 
schen Aktivitét nach Anson?® (vergl. dazu auch den Versuchsteil). | Akt 
Im Falle des Bienengiftes (Abb. 4) wurde direkte Hamolyse mit der _— 
am weitesten kathodisch wandernden Fraktion erzielt; sie stellt wahr-) 
scheinlich ein eiweiBartiges Haimolysin dar. Die zweite Komponente —— 
zeigte LecithinaseA-Aktivitat. Die Wirkungskomponente, die eine| \kt 
Hemmung der Eidottergerinnung hervorruft, liegt mit ihrem ee star 
noch etwas vor der zweiten Fraktion, sie diirfte also mit der Lecithinase) “4” 
A nicht identisch sein. Proteolytische Aktivitét wurde nicht gefunden. | 
Beim Toxin der Naja haje (Abb. 5 oben) findet sich wieder die direkte | ad 
haimolytische Wirkung in der am weitesten kathodisch gewanderten| 8 
Fraktion. Die LecithinaseA-Aktivitit ist auch hier wieder von der| aie 
direkt himolysierend wirkenden Komponente getrennt. Die Fraktion ¢/ _— 
zeigt eine geringe proteolytische Aktivitat. Beim Toxin der Naja nigri-| tint 
collis (Abb. 5 unten) fanden wir keine direkte himolytische Wirkung, | a 
jedoch 2 Komponenten mit LecithinaseA-Aktivitat (f, b), Hemmung der/ halh 
Eidottergerinnung (mit dem Maximum bei e), aber keine proteolytische | ~ 
Aktivitat. j 
ee ' Him 
19 A. Fleckenstein u. B. Fettig, Z. Naturforschg. Dag 213 [1951]. > stanc 
20 M. Anson u. A. E. Mirsky, J. gen. Physiol. 16, 59 [1932]; 17, 151) Zeite 
[1933]; 22. 79 [1939]. © in de 
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Abb. 4*. Elektrophoresestreifen, photometrische Auswertung und Ergebnis der 

Aktivitatsbestimmung der einzelnen Fraktionen von Bienentoxin. Veronal- 

Natriumacetat-Puffer py 8,6; [onenstarke 0,1; 110 Volt; 1 mA; Whatman Nr. 1; 
14 Stdn.; Anfarbung mit Amidoschwarz 10b. 


Beim Toxin der Black Cobra (Indien) (Abb. 6 oben) ergaben sich 
ebenfalls wieder 2 deutlich getrennte Komponenten mit LecithinaseA- 
Aktivitat; zwischen beiden liegt das Maximum der Hemmungskompo- 
nente der Kidottergerinnung. 

Das Toxin der Crotalus atrox (Abb. 6 unten), einer Viperidenart, 
zeigt anodisch und kathodisch wandernde Komponenten. LecithinaseA- 
Aktivitét, Hemmung der Eidottergerinnung sowie eine verhaltnismaBig 
starke proteolytische Aktivitat fallen hier mit der am weitesten anodisch 
wandernden Komponente zusammen. 

Das Toxin der Bothrops neuwiedii (Abb.7 oben) zeigte nur Lecithi- 
naseA-Aktivitét sowie getrennt davon eine Komponente mit proteoly- 
tischer Aktivitaét; das Bothrops jararaca-Toxin (Abb. 7 unten) 2 Kom- 
ponenten mit LecithinaseA-Aktivitat, geringe Hemmung der Eidotter- 
gerinnung und proteolytische Aktivitit. 

Weitere Trennversuche wurden in der von uns beschriebenen kon- 
tinuierlich arbeitenden Anordnung*’ durchgefiihrt, wobei die einzelnen 
Komponenten eines Stoffgemisches durch elektrische Ablenkung inner- 
halb eines strémenden Mediums getrennt und kontinuierlich an ver- 


* In den Tabellen unter den Abb. 4—8 bedeuten in den Spalten ,,Direkte 
Himolyse“ und ,,LecithinaseA-Aktivitat*: + — teilweise Hamolyse; +--+ voll- 
stindige Hamolyse; in der Spalte ,,Hemmung der Eidottergerinnung“ sind die 
Zeiten in Minuten bis zum Eintritt der Gerinnung angegeben (Blindwert 2 Min.); 
in der Spalte ,,proteolytische Aktivitat‘‘ die Hamoglobineinheiten (HbE) x 10-4. 
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Direkte Hamolyse zA 
LecithinaseA-Aktivitat (+) ' 
Hemmung cer »1 213] 2] 2] 2/ alo] eal eale 

Kidotter-Gerinnung ‘ aN ‘a 
Proteolytische Aktivitat 0,1 
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Direkte Hamolyse 
LecithinaseA-Aktivitat 


rep figs 
Hemmung der 0) 301401 go! 2] 2] 2] 2 


Eidotter-Gerinnung aaa = 
Proteolvtische Aktivitat 


Abb. 5*. Ergebnis der Aktivitatsbestimmungen an den Toxinen der Naja haje | 
(Kleopatraschlange) (oben) und der Naja nigricollis (Speischlange) (waten). py 8.6. 


schiedenen Stellen der Apparatur entnommen werden kénnen. Die 


einzelnen aufgefangenen Fraktionen wurden wie oben beschrieben auf 


ihre Wirkung gepriift. 

Abb. 8 zeigt einen solchen Trennversuch am Beispiel des Toxins der 
Black Cobra. Die einzelnen Fraktionen kénnen ohne Schwierigkeiten den 
nach der Methode der Streifenelektrophorese ermittelten Fraktionen 


(Abb. 6 oben) zugeordnet werden. Dabei fallt beim Vergleich mit der) 


Trennung auf dem Filtrierpapierstreifen die auBerordentlich scharfe 
Abgrenzung der einzelnen Fraktionen in der kontinuierlichen Anordnung 
auf, die in verhaltnismaBig schmalen Streifen durch die Trennregion 
wandern und sauber in den Auffangglischen gesammelt werden kénnen. 
Die offenbar wesentlich scharfere Trennung in der kontinuierlichen 
Arbeitsweise, die wir auch in vielen anderen Fallen, beispielsweise bei der 
Trennung enzymatisch gebildeter Eiweibabbauprodukte, angetroffen 
haben, ist darauf zuriickzufiihren, dai Adsorptionseffekte in diesem 
Malle die Trennung nicht oder kaum stéren (vergl. dazu I. ¢.'% 7"). 

In der Tabelle unter der Abb. 8 ist das Ergebnis der Aktivitatsbe- 
stimmungen wiedergegeben. Proteolytische Wirkung gegen Hamoglobin 


21 R. Weber, Helv. chim. Acta 34, 2031 [1951]. 
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Direkte Hiamolyse 
LecithinaseA-Aktivitiit 
Hemmung der 


ia 9 . - ° 9 9 99 ° ° 
Eidotter-Gerinnung 20 180/180 7 “ -- 











. hay 
18.6. | 
i 
Die : Direkte Himolyse 
| auf LecithinaseA- ry rere peerage ge 
Aktivitiit 

Henmung der 9 20) . 61 °o| &) oe!) 6 
s der Kidotter-Gerinmwing 2 40 6020 3 2 2 2 2 2 

Proteolytisehe 2 - 
. den ache a ae 0,1 0,6 0,7 0,1 
onel ' ; ee , ind) 
. der Abb. 6*. Ergebnis der Aktivitétsbestimmungen an den Toxinen der Black Cobra 
{ (Brillenschlange) (oben) und der Crotalus atrox (Klapperschlange) (unten). pj; 8.6. 
laric 
nunye P gs ‘. ‘ = ‘ ‘ ee 
gion wid direkte Hamolyse fehlte in allen Fraktionen. Die Lecithinase A 
na wird vorwiegend im Bereich der am raschesten wandernden Kompo- 


chen) !ente g und der Fraktion e gefunden. Beim Vergleich mit Abb. 6 oben 
sider) Hilt auf, da die Lecithinase A bei der kontinuierlichen Methode 
offen) Meist mehr in den Bereich der rascher wandernden Fraktion vorge- 
schoben erscheint als bei der Elektrophorese auf Papierstreifen. Auch 


esem | is ae - ; mee ae 
(ies kénnte unter Umstainden mit der unterschiedlichen Art in Ver- 
b hindung gebracht werden, in der sich die Adsorption bei beiden Me- 
=e thoden geltend macht!” ?!. Jedenfalls aber zeigt «dieses Ergebnis. 
opi 


dal} man mit der Zuordnung einesEnzyms zu einer bestimmten mit 
) Amidoschwarz anfiirbbaren Proteinkomponente vorsichtig sein mul. 
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Direkte Hiimolyse 


LecithinaseA-Aktivitit +i + 4+ + + 

Hemmung der Eidotter- , 5 9 9» 9 oa'9a >» ? ? 
Gerinnung AO Ee a i aia Rice ald Add Ba Wh Wy gee 

Proteolytische Aktivitit 0.05 0,12 0,05 











Direkte Hiimolyse 


LecithinaseA-Aktivitéit ++ + = a ls 

Hemmung der Eidotter- 9 1 2.) 8) aed ses is e |»o 
Gerinnung ai ol aces nae as - ae ed 

Proteolytische Aktivitit 0,2 0,4 0,3 


Abb. 7*. Ergebnis der Aktivitatsbestimmungen an den Toxinen der Bothrops 
neuwiedii (weiBschwanzige Schararaka) (oben) und der Bothrops jararaca (Jararaka) 
(unten). py 8,6. 

Die fiir die Eidottergerinnung verantwortlichen Komponenten finden) 
sich in der am langsamsten wandernden Fraktion in ungefahrer/ 

Ubereinstimmung mit dem Ergebnis der Streifenmethode. 

Mit Sicherheit kann aus den Versuchen geschlossen werden, 
daB in den Schlangentoxinen nicht selten 2 elektrophoretisch ver- 
schieden wandernde Komponenten mit LecithinaseA-Wirkung an-| 
getroffen werden (vergl. z.B. Abb.5 unten, 7 unten, 6 oben, 8). 
Ebenso sicher ist, daB die Lecithinase A entgegen der Vermutung von 
Neumann? nicht fiir die Hemmung der Eidottergerinnung verantwort-| 
lich sein kann (vergl. Abb. 4, 5 unten, 6 oben, 8). Auch besteht offenbar 
in Bestétigung zu den Arbeiten von Neumann keine Identitat zwi-) 
schen der LecithinaseA und dem fiir die direkte Hamolyse verantwort-' 
lichen Faktor (vergl. Abb. 4 und 5 oben). Sehr haufig wird Lecithi- 
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nase A auch angetroffen, waihrend direkte Hamolyse vermiBt wird) 
(vergl. Abb. 5 unten, 6, 7). 


EER PEGE 


Beschreibung der Versuche 


1. Das Toxinmaterial 

Die uns zur Verfiigung stehenden Schlangentoxine waren durch Verdamptoal 
des Giftdriisensekrets im Vakuum erhalten worden. Sie diirften also neben Eiwei’) 
noch andere mit Amidoschwarz 10b nicht anfarbbare Stoffe enthalten, mit denen’ 
wir uns nicht naiher befaBt haben. Die Proben, meist kérnige Pulver, waren leicht} 
in wenig Wasser léslich und nur schwach gelb gefairbt. Das zu der Untersuchung) 
verwendete Bienengift stellte ein leicht lésliches, feines, weiBes Pulver dar. 


§ 
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ver: a 
. ezeichnung der Fraktion a b Cc d e | f ers | | 
an- 4 + - — a a & —— 
1, 8) ecithinase A-Aktivitiit —|—}—} —| —} —}—] KP ey ee ie tt} +] — 4-444] -) - 
i, ° ie eee & i L 
y vonsemmung der Kidottergerinnung |2] 2 | 8 |70 |180|60|25| 4 |3|2}2)}2|2|2 |2'3/3 | 2 
os! a ae eae | 
wort- 
anbar) m ae : ee : 
| Abb. 8*, Auftrennung des Toxins der lack Cobra in der kontinuierlich arbeitenden 
_ZW1-"  clektrophoretischen Trennanordnung auf Filtrierpapierbogen. Darunter Ergebnis 
wort-| der Lecithinasewirkung und eidotterkoagulationsverzigernden Wirkung in den 
cithi-|) cinzelnen Fraktionen. Veronal-Natriumacetat-Puffer pj, 8,6; lonenstirke 0,05; 
wird! 200 Volt; 8 mA; Whatman Nr. 4. Die gestrichelten Linien stellen im UV fluores- 
cierende Komponenten dar. 
& 
2. Elektrophorese auf Filtrierpapierstreifen 
; Die Elektrophoresen wurden mit Veronal-Natriumacetat-Puffer vom py 8.6 
mpfen|) und der Ionenstirke 0,1 bei einer Feldstarke von 4 Volt/em unter Verwendung von 
‘iwei8} Whatman Papier Nr.1 im Elphor-H-Gerat'® durchgefiihrt. 0,5—l1 mg Toxin 
denen’ wurden an den mit A bezeichneten Stellen (vgl. Abb. 1—7) in Form eines feinen 
leicht) Querstriches aufgetragen. Bei der angegebenen Feldstirke flieBt durch einen 
chung) ‘Streifen ein Strom von 1 mA. Die Versuchszeiten betrugen in den meisten Fallen 





12 Stunden. Nach beendeter elektrophoretischer Auftrennung wurden die Kompo- 
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nenten durch Anfarben mit Amidoschwarz 10b bzw. durch Bespriihen mit einer 


0.2-proz. Lésung von Ninhydrin in Butanol sichtbar gemacht. 


3. Auftrennungen in der kontinuierlichen Arbeitsweise!’ 

Die zu trennenden Toxine wurden in |-proz. Lésung in Veronal-Natrium- 
acetat-Puffer vom py, 8,6, Lonenstarke 0,03, in kontinuierlichem Zulauf dem von 
Pufferlésung gleicher Zusammensetzung durchstémten Filtrierpapierbogen (What- 


man Nr. 4) in feinem Strahl zugefiihrt. Senkrecht zur Stromungsrichtung der 


Pufferldsung wurde ein elektrisches Feld der Feldstarke 8,5 Volt/em angelegt. 
wobei ein Strom von 8mA floB. Nach Durchwandern der Trennregion wurden 
die einzelnen Fraktionen an den mit 1—19 bezeichneten Stellen der Abb. 8 aut- 
gefangen und fiir die Testversuche verwendet. Der Verlauf der Wanderungswege 
der einzelnen Fraktionen wurde nachtraglich nach dem Trocknen des Trennbogens 
durch Anfarben mit Amidoschwarz 10b sichtbar gemacht. 


4. Durchfiihrung der Aktivitatsbestimmung 

1. Nachweis der direkten Hamolyse: 

a) Darstellung der Erythrocytenlésung: Eine Mischung aus 10 cem 
menschlichem Venenblut + 10 cem einer Lésung von 0;75 °, Na-Citrat + 0,9°,, 
Na-Chlorid wurden gut zentrifugiert und die iiberstehende klare Lésung dekantiert. 
Die abzentrifugierten Erythrocyten wurden noch dreimal mit 0,75°,, Na-Citrat. 

0,9°, NaCl-Lésung und schlieBlich mit 20 cem m/10-Phosphatpuffer. py 7,0. 
gewaschen, zentrifugiert und dekantiert und die Blutkérperchen in 175 cem des 
gleichen Phosphatpuffers aufgeschlammt. 

b) Ausfiihrung der Bestimmung: Zu | ccm Erythrocytenlésung wurden 
0,2 cem der aus*der elektrophoretischen Trennung gewonnenen Eluate gegeben 
und die Hamolyse der roten Blutkérperchen nach 8-stdg. Stehenlassen beobachtet. 

c) Erfassungsgrenze der Hamolyse (bestimmt mit Bienengift der 
Fa. Mack): Aus einer 1-proz. Lésung des Bienengiftes wurde eine Verdiinnungs- 
reihe in physiologischer Kochsalzlésung hergestellt und mit 0,2 ccm dieser Ver- 
diinnungen die Hamolyse beobachtet (Tab. 1). 


Tab. 1. Bestimmung der Erfassungsgrenze der direkten Hamolyse. 











++ = vollstindige Hamolyse, -! teilweise Haimolyse. 
oe mg Bienengift Hamolyse nach 
Verdiinnung |. “ym 
eiticnaicsitaaee 15 Min. | 1 Stde. 3 Stdn. | 8 Stdn. 

] 10 0,2 aie Lo cme! cee De 

] 100 0,02 : | B= Pee 

1: 1000 0,002 - au et 

1: 10000 0,0002 - - — 








Wie die Tabelle zeigt, kann man mit 2 y Bienentoxin noch eine sehr deutliche 
Himolvse an serumfreien Erythrocyten erzielen. 

2. Nachweis der Lecithinase A-Aktivitat (modifiziert nach Sumner 
und Somers”: 

a) Ausfiihrung der Bestimmung: 2¢ frischen EKidotters wurden mit 
50 com Phosphatpuffer py 7,0 emulgiert. Zu 0,8 ccm dieser Eidotterlosung wurden 
0,2 cem des zu untersuchenden Eluats gegeben und iiber Nacht (14 Stdn.) auf 47° 
im Thermostaten gehalten. 

Nach dieser Zeit hatte die in den Giften wirkenden Lecithinase A gentigend 
Lecithin des Eidotters zu Lysolecithin gespalten. Mit 0.2 com von diesem Reagens 








2 J.B. Sumner u. G. Somers, Chemistry and Methods] of Enzymes, 
Academic Press Inc., New York 1947, 8. 66. 
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wurde nun, wie unter 1. beschrieben, die Hamolyse an serumfreien Erythrocyten 
heobachtet. Die haimolytische Wirkung war bereits nach 15 Min. deutlich. 

b) Erfassungsgrenze (bestimmt mit Bienengift der Fa. Mack): Aus einer 
|-proz. Lésung des Bienengiftes wurde eine Verdiinnungsreihe mit physiologischer 
Kochsalzlésung hergestellt und 0,2 cem dieser Verdiinnungen fiir die Bestim- 
inungen verwendet. 

Tab. 2. Bestimmung der Erfassungsgrenze der Lecithinasewirkung. 
++ vollstaindige Hamolyse, + = teilweise Himolyse. 





Verdtnnunge . . ...... 1:10 1: 100 1: 1000 1: 10000 
‘ing Bienengift in der Probe . 0,04 0,004 0.0004 000004 
Haimolvse nach 15 Min... . ++ ++ + 


Wie ein Vergleich der Tab. 1 mit Tab. 2 zeigt, liegt die Erfassungsgrenze bei 
der Bestimmung der Lecithinasewirkung von Bienengift (Hamolysenzeit 15 Min.) 
hei bedeutend niedrigeren Mengen als diejenige der direkten Hamolyse bei gleicher 
Himolysendauer. Selbst wenn man bei der Ermittlung der direkten Hamolyse 
die Einwirkungszeit auf 8 Stdn. ausdehnt, wie dies in unserem Versuch geschehen 
ist, l4Bt sich die direkte Hamolyse von Bienengift erst mit rund 5-mal gréBeren 
Mengen erfassen als die Lecithinasewirkung. Das Ergebnis der oben besprochenen 
Versuche, wonach in vielen Fallen Lecithinasewirkung bei fehlender direkter 
Himolyse beobachtet wird, diirfte aber trotzdem gesichert sein; denn in solchen 
Fallen wurde die Priifung auf direkte Hamolyse mit erheblich gréBeren Substanz- 
mengen durchgefiihrt. 

3. Nachweis der eidottergerinnungshemmenden Wirkung (nach 
Fleckenstein!® modifiziert): 

a) Ausfiihrung der Bestimmung: Zu lcem einer Eidotteremulsion 
(40°,, Eidotter in 0,9-proz. NaCl-Lésung) wurden 0,2 ccm des zu untersuchenden 
Eluats gegeben; nach 2-stdg. Inkubationszeit im Thermostaten bei 37° wurde der 
Kintritt der Koagulation des Eidotters im Wasserbad bei 93° bestimmt. Der Dotter 
vilt als koaguliert, wenn die gelbe Emulsion beim Umwenden des Reagensglases 
nicht mehr an der Wandung herabflieBt. 

b) Erfassungsgrenze (bestimmt mit Bienengift der Fa. Mack): Zu 1 cem 
Kidotteremulsion wurden jeweils 0,2 cem einer wie unter 1 und 2 beschriebenen 
Verdiinnung von Bienengift gegeben. Nach 2-stdg. Stehenlassen im Thermostaten 





bei 37° wurde die Koagulationszeit bei 93° bestimmt (Tab. 3). 
Tab. 3. Bestimmung der Erfassungsgrenze der ecidotterkoagulationsverzégernden 
Wirkung. 

Verdiinnungen . . . . . 1:10 1:100 | 1: 1000 | 1: 10000] Blind- 
probe 

my Bienengift in der Probe 0,2 0,02 0,002 0,0002 

Dauer bis zum Eintritt der 

Koagulation in Min. . | tiber 180 70 12 2 2 


Wie die Tabelle zeigt, konnte mit 2 y Bienengift noch eine eindeutige 
Verzégerung der Kidotterkoagulation beobachtet werden. 

4. Bestimmung der proteolytischen Aktivitat (Methode nach Anson 
und Mirsky”): 

Die proteolytische Aktivitét wurde am denaturiertem Himoglobin bei py, 7.5 
bestimmt, 

a) Hamoglobinsubstrat: 5 cem l-n. NaOH + 40cem Wasser + 30 g Harn- 
stoff wurden zu 20 cem einer 10-proz. Hamoglobinlésung (Behringwerke Mar- 
burg) gegeben und !/, Stde. bei 25° stehen gelassen. Dann gab man 6,5 ccm L-n. 
KH,PO, hinzu und fiillte auf 100 ccm auf. 
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b) Ausfiihrung: lecm Substratlésung wurden bei 37° im Thermostaten 
vorgewarmt, dann 0,2 ccm des zu testenden Eluats dazugegeben und 10 Min. 
der Verdauung iiberlassen. Hierauf fallte man mit 2 ccm 0,3-n. Trichloressigsaure 
das nicht abgebaute Eiwei8 und filtrierte. Zu 1,5 ccm vom Filtrat wurden 3 ecm 
0,5-n. NaOH und 0,9 ccm eines Phenolreagens nach Folin und Ciocalteu* 
gegeben und die entstehende Blaufarbung gegen eine Blindprobe kolorimetrisc! 
bestimmt. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sind wir fiir die Unter- 
stiitzung bei dieser Arbeit zu groBem Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung 


Die Toxine zahlreicher Giftschlangen wurden papierelektrophore- 
tisch mittels der Streifenmethode und in einer kontinuierlichen Anord- 
nung untersucht. 

Wihrend die Colubridengifte durch ein Uberwiegen stark basischer 
Komponenten auffallen, wandern die Giftstoffe der Viperiden bei 
py 8,6 vorwiegend anodisch. 

Alle untersuchten Toxine erwiesen sich als Gemische einer Anzahl 


elektrophoretisch auftrennbarer Einzelkomponenten, denen z. Tl. eine 


hestimmte Enzvmwirkung (Protease, Lecithinase usw.) zugeordnet 
werden kann. . 


20, Folin u. V.Ciocalteu, J. biol. Chemistry 73, 627 [1927]. 


Uber die Zusammensetzung der Amnionfliissigkeit 
Von 
Fatma H. Abdine, Paul Ghalioungui und M.S. El Ridi 
Aus dem Institut fiir Biochemie, Medizinische Fakultat, Kasr el Aini, Cairo 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Juli 1951) 


I. Hormonuntersuchungen 


Von der Amnionfliissigkeit ist ihre mechanische Funktion allgemein 
bekannt ; sie verteilt den Druck auf den Fétus und erweitert den Cervical- 
kanal wahrend der Wehen. Es ist nicht ausgeschlossen, daB ihr auch ein 
vewisser Nahrwert zukommt?!, da sie normalerweise vom Fotus ver- 
schluckt wird. Es ist nicht sicher, ob sie ein Sekret oder ein Transsudat 
darstellt, und ob sie auch fétalen Urin enthalt?. Wir haben daher die 
Amnionflissigkeit auf ihre chemische Zusammensetzung und ihren Ge- 
halt an Hormonen untersucht. In der Literatur fanden wir keine Hin- 


1M. E. Davisu. E. L. Potter, J. Amer. med. Assoc. 131, 1194—1201 [1946]. | 
2 W.F. Mengert u. J.W. Bourland, Amer. J. Obstetr. Gynecol. 50), | 


79—83 [1945]. 
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weise auf irgendwelchen Hormongehalt, auBer einer russischen Arbeit *, 
deren Original wir nicht einsehen konnten, und der Tatsache, daB eine 
Firma einen (rohen) Amnionextrakt mit 6strogener Wirkung vertreibt?‘. 
Wir untersuchten daher die Amnionfliissigkeit auf Ostrogen, Progesteron, 
Pregnandiol, Androgen und Gonadotropin. 


Material und Methoden 


Blutfreie Amnionflissigkeit vom Menschen sammelten wir in sterilen Schalen 


_ beim Blasenri8 wahrend der Geburt. Alle Proben stammten also vom Ende einer 


ausgetragenen Schwangerschaft. Amnionfliissigkeit von Tieren ist in groBen 
Mengen vom Schlachthof zu erhalten; die Verschiedenheit der Tiere ( Biiffel, Kamel, 
Kuh, Schwein usw.) erschwert jedoch einen Vergleich, und auBerdem handelt es 
sich bei ihnen immer nur um das Friihstadium der Trachtigkeit. Allein bei Ziegen, 
die allerdings nur kurz (5 Monate) tragen, lieB sich das Alter des Fétus und die 
Sterilitat der Fliissigkeit usw. kontrollieren und ihre Amnionfliissigkeit gut sammeln. 
Dazu entfernten wir den ganzen Uterus, schnitten ihn bis zum Fruchtsack auf und 
entleerten diesen durch eine weite Nadel. Danach wurde der Foétus entfernt, ge- 
wogen, gemessen usw. Ebenso verfuhren wir bei etwaigen weiteren Fruchtsacken. 
Gewohnlich hatte die Fliissigkeit verschiedener Fruchtsicke eine verschiedene 
Farbe, was ihre véllige Abtrennung voneinander sicher stellte. Mit einigen Tropfen 
Toluol wurden die Fliissigkeiten im Kiihlschrank aufbewahrt. 


Ostrogene 

Ostron- und Ostriol-Fraktionen wurden nach Cohen und Marrian® getrennt; 
wir verwandten Petrolither oder Ather an Stelle von Toluol und priiften nach 
Kober®, Israel Kleiner? und Zimmermann’, Die Ostron-Fraktion war nach 
allen 3 Reaktionen gleichmaBig positiv, die Ostriol-Fraktion nur nach Kober und 
Kleiner. Beide Fraktionen absorbierten in jedem Falle bei 270—280 my; erst 
nach weiterer Reinigung erschien manchmal ein schmales Band bei 275 mu. Der 
Hormongehalt wurde an kastrierten Ratten nach Allen und Doisy® nachgewiesen ; 
beide Fraktionen waren biologisch aktiv. Ostrus-Anderungen traten bei allen mit 
dem Testmaterial injizierten Ratten auf, nie bei den Kontrollen. 

Die oben genannten Versuche wurden an 6 Proben Amnionfliissigkeit ver- 
schiedener Herkunft durchgefiihrt; 4 stammten vom Menschen, wobei der Fotus 
zweimal mannlichen, zweimal weiblichen Geschlechts war; eine Probe war bei 
Ziegen, die letzte bei Schafen gesammelt worden. Die Ergebnisse dieser Versuche 
stimmten so gut iiberein, daB8 wir unsere Folgerungen als zuverlassig betrachten. 
Unter diesen Umstinden bemiihten wir uns nicht um exakte quantitative Ana- 
lvsen; denn ein Teil des Materials war bei der chemischen und spektroskopischen 
Untersuchung verbraucht worden; in jedem Falle standen 1000 bis 1500 ccm 
Originalfliissigkeit zur Verfiigung. In einem Versuch wurden Ostron und Ostriol 
aus 1 7 humaner Ammnionfliissigkeit extrahiert und ein Verlust durch chemische 
oder andere Untersuchungen vermieden; es wurden 69 mg Ostriol und 15 mg 
Ostron erhalten (s. u.). 

3 A.M. Kuntsevitch, Chem. Abstr. 40, 54, 818 [1947]. 

4 Council on Pharmacy and Chemistry, Preliminary reports of the council, 
Amniotin-Squibb, J. Amer. med. Assoc. 92, 1678 [1929]. 

° S$. L. Cohen u. G. F. Marrian, Biochem. J. 28, 1603—1614 [1934]. 

6 S$. Kober, Biochem. Z. 289, 209—212 [1931]. 

* I. Kleiner, J. biol. Chemistry 188, 783—784 [1941]. 

5 W. Zimmermann, diese Z. 288, 257-264 [1935]. 

» EK. Allen u. E. Doisy, J. Amer. med. Assoc. 81, 819—821 [1923]. 
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Progesteron 

Nach Entfernung der phenolischen Bestandteile und Behandlung des Riick- 
standes mit Girards T-Reagens extrahierten wir die neutrale Ketonfraktion von 
1000 cem Amnionfliissigkeit mit Ather und lésten den Riickstand des Atherauszuges 
in 10 cem sterilisiertem Sesam6l; 1 cem entspricht also 100 cem humaner Amnion- 
fliissigkeit. Von ihm wurden 5 Tage lang taglich | ccm kastrierten weiblichen 
Kaninchen injiziert. die vorher 5 Tage lang durch tagliche Injektionen von LO > 
Ostradiolbenzoat vorbereitet waren. 

Ein zweiter Schub in gleicher Weise vorbereiteter Kaninchen erhielt 5 Tage 
lang taglich 0,5 mg Progesteron (CIBA) und ein dritter Schub wurde nicht zu- 
sitzlich behandelt. 


Krgebnis 

Die mit Progesteron behandelten Tiere zeigten das dafiir typische 
., Spitzenmuster der Driisenschléuche™ (,,progestational dentelle*’). Die 
Kontrollen und jene, die das zu priifende Material erhalten haben, zeigten 
einige Proliferationen der Driisen, aber keine Anzeichen von Progesteron- 
aktivitat. Letztere war also mit '!,/ humaner Amnionfliissigkeit vom 
Ende der Schwangerschaft nicht zu erhalten. Es ist in der Tat bis jetzt 
noch nicht gelungen, aktives Progesteron aus Blut und Harn zu isolieren. 

Stoffwechselprodukte von Pregnandiol scheinen im Harn anwesend 
zu sein, und wir suchten daher nach ihm in der Amnionfliissigkeit. 

Methode: Da Digitonin bei uns zur Zeit der Untersuchung nicht 
zu erhalten war, konnten wir Pregnandiol nicht wie gewoéhnlich aus 
dem Riickstand abtrennen, der hauptsiachlich aus Cholesterin bestand und 
der nach Abtrennen der Ketonfraktion durch Girards T-Reagens aus 
dem neutralen Atherextrakt erhalten wurde. Daher benutzten wir 
ein Verfahren, das durch de Watteville, Borth und Gsell ent- 
wickelt und dem einen von uns (P. G.) schon vor der spiateren Ver6ffent- 
lichung?!° persénlich mitgeteilt worden war. Wir priiften das Verfahren 
zunichst am Schwangerenharn und konnten pro / Harn aus dem 5.—6. 
Monat der Schwangerschaft 14 mg Kristalle vom Schmp. 218° C*, Ab- 
sorptionsbande bei 290 mu, erhalten. AnschlieBend versuchten wir dieses 
Verfahren an Amnionfliissigkeit, a) an humaner am SchluB der Schwan- 
gerschaft und b) an Ziegen in friiher und spater Trachtigkeitsperiode. 
In beiden Fallen erhielten wir Kristalle, die eine positive Farbreaktion 
mit Schwefelsdure gaben**"™, Ob es sich, wie wir vermuten, bei den 

10 De Watteville. H. Borth u. M. Gsell, J. clin. Endocrinol 8, 982 [1948]. 

uN. B. Talbot, R.A. Berman, FE. A. MacLachlan u. J. K. Wolf. 
J. clin. Endocrinol. 1, 668—-673 [1941]. 

* Dies ist verschieden von dem allgemein angenommenen Wert von 235° (. 
aber stimmt mit dem Schmelzpunkt von Pregnandiol iiberein, das aus Schwangeren- 
harn durch die Autoren des Verfahrens?° erhalten wurde. Wir priiften den Schmelz- 
punkt des Materials nicht, das wir aus Amnionfliissigkeit erhalten haben. Der Wert 
unserer Befunde hangt daher von der Spezifitat der Methode ab. 

** Die Kristalle wurden in wenigen ccm Ather gelést. Etwa 1 cem wurde in 
einem Reagensglas zur Trockne eingedampft, dann konz. Schwefelsdure zugefiizt. 
wodurch der Riickstand sich orange-braun farbte, wenn alles in Lésung gegangen 
war. 
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isolierten Kristallen um Pregnandiol handelte, konnte aus Mangel an 
Material leider nicht mehr sicher festgestellt werden. 


Bestimmung der 17-Ketosteroide in Amnionfliissigkeit 


Es wurde nach Tal bot und Mitarbb.!? gearbeitet ; die Farbreaktion 
wurde bei denselben Wellenlangen mit Standard-Androsteron 
(0,6 mg/cem) in Anlehnung an Callow, Emmens und Stroud !8 
verglichen. 


Ablesungsergebnisse mit dem Lumetron-Kolorimeter 














Rotfilter | gelb-griin | violett blau 
650 mu 5380 mu | 370 mu | 420 ma 
Riickstand von 1000 cem Amnion- | 
fliissigkeit in 1 cem Lésungsmittel 2 a2 3,2 5:5 
Standard-Androsteron ..... . a 6.1 | 3,15 4.6 
17-Ketosteroide aus Harn 2,45 7,6 3.85 | 6,1 


Die aus Amnionfliissigkeit nach der oben genannten Methode hergestellte 
Fraktion wurde auch spektroskopisch mit Standard-Androsteron (3 mg/5 cem) 
unter Benutzung eines Hil ger-Spektrophotometers fiirsichtbares Licht verglichen. 
Die mit diesen 3 Materialien erhaltenen Kurven (Abb. 1 u. 2) verliefen ahnlich, 
die Maxima stimmten aber nicht miteinander tiberein. Dies bedeutet wahrschein- 
lich, daB die neutrale Ketonfraktion nicht nur aus Androsteron besteht, sondern 
noch eine oder mehrere Substanzen, die in naher Beziehung zu ihm stehen, ent- 
halt. Indessen ist ihre Menge sicherlich sehr klein, nur etwa 1 mg/1000 cem. 

Gonadotrope Hormone wurden nach zwei Verfahren nachgewiesen: 
1. durch Fallung mit Alkohol unter Benutzung der Gonadotropin-Probe von Frank 
und Mitarbb. fiir Harn™, 2. durch die Benzoeséure-Aceton-Methode!?. Immer 
wurde aus 500--1000 ccm  menschlicher Amnionfliissigkeit vom Ende der 
Schwangerschaft ein Niederschlag erhalten und biologisch an unreifen weib- 
lichen Albinoratten (3—4 Wochen alt, 30—35 g) und an unreifen mannlichen 
Ratten (19--21 Tage alt, 25-30 g) gepriift. Die Vaginal6ffnung wurde offen 
gefunden und das Vaginalsekret zeigte in allen Fallen verhornte Zellen. Die 
Vaginaléffnung der Kontrollen blieb véllig geschlossen. 

Injizierte weibliche Tiere: Bei allen Tieren waren Vagina, Uterus und 
Ovarien hyperamisch und gegeniiber der Kontrolle vergré8ert; einzelne Ovarien 
enthielten mit der Lupe sichtbare corpora lutea. Ovarien der injizierten Ratten 
wogen 31--44 mg, die der Kontrollen 11,7— 16,2 mg; histologisch: deutlich ver- 
hornte Vaginalepithelien, Uterusschleimhaut mit verzweigten Driisen, ausgekleidet 
mit hohem, prismatischem Epithel, neu gebildete corpora lutea. 

Injizierte mannliche Tiere. Die Hoden waren etwa 1!.-mal so groB wie 
die der Kontrollen. Penis, Samenblase und Prostata wogen etwa 5-mal soviel wie 
die entsprechenden Organe der Kontrolltiere. Die pars cavernosa urethrae war in 
der Nahe der Offnung mit geschichtetem Plattenepithel ausgekleidet, das bei den 
Kontrollen fehlte. Das vas deferens bei den injizierten Ratten war mit hohem, 
prismatischen, mehrreihigen Epithel begrenzt, bei den Kontrollen kleiner und nur 

2 oN. B. Talbot, J. K. Wolf, E. A. Mac Lachlan u. R.A. Berman, 
J. biol. Chemistry 189, 521—534 [1941]. 

8 R.K. Callow, C.W. Emmens u. 8. W. Stroud, J. Endocrinology 1, 


76 98 [1939]. 


4 R,T. Frank, Endocrinology 25, 996— 997 [1939]. 
16 P, A, Katzman u. E. A. Doisy, J. biol. Chemistry 98, 739-754 [1932]. 
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Abb. 1. Abb. 2. 


Abb. 1. Kolorimetrische Priifung von Amnion-Flissigkeit (1), Standard- 
Androsteron (II) und 17-Keto-steroiden aus Harn (III). 


Abb. 2. Spektrophotometrische Priifung von Amnion-Fliissigkeit (I) und Standard- 
Androsteron (IT). 


mit kubischem Epithel ausgekleidet, auBerdem war hier die auBere Muskelschicht 
weniger entwickelt. Es ist daher klar, da menschliche Amnionfliissigkeit gonado- 
trope Hormone von ahnlicher Wirkung wie die im Chorion entstehenden enthalt. 


II. Weitere chemische Untersuchungen 


Bestimmt wurden in den gleichen Fliissigkeiten, deren Herkunft 
im TI. I beschrieben wurde: Farbe, Volumen, px, spezif. Gewicht, os- 
motischer Druck, Gesamtriickstand, Gesamtstickstoff, Nichteiweib- 
stickstoff, Eiwei8, Harnstoff, ,,.Harnsiure‘‘, Kreatin, Kreatinin, reduz. 
Zucker, Calcium, anorganischer Phosphor und Alkali-Phosphatase, 
Ascorbinsaéure, Thiaminhydrochlorid und Nicotinsiure. Wir verglichen 
die Amnionfliissigkeit von Ziegen bei friiher und spater Trachtigkeit 
sowie den fliissigen Inhalt leerer Amnionhiillen mit derjenigen von 
benachbarten, einen Fétus enthaltenden. Ihre Inhalte standen gewohn- 
lich nicht miteinander in Verbindung, wie die unterschiedliche Farbe 
beider Fliissigkeiten anzeigte. 

Chemische Methoden: Spezif. Gewicht mit dem Pyknometer, korr. auf 
15°C durch Addieren oder Subtrahieren von 1 fiir jede 3°C iiber oder unter 
15°C. Wasserstoffionenkonzentration durch die Indikator-Methode oder durch 
das Macbeth-py-Meter. Osmotischer Druck durch Gefrierpunktserniedrigung 
(Beckmann-Thermometer)!*. Gesamtriickstand gravimetrisch durch Trocknen 
von 5—10 ml der Fliissigkeit bis zur Gewichtskonstanz bei 100°C. Gesamtstick- 
stoff (G.S.) durch die Mikro-Kjeldahl-Methode und durch die photoelektrische 
Zelle (0,1 ml der Fliissigkeit wurden verwendet). NichteiweiBstickstoff (N. E. S.) 
durch Mikro-Kjeldahl, direkte Bestimmung von 0,5 ml eiweiBfreien Filtrats. 


16 Harris u. Gortner, Amer. J. Bot. 1, 75—78 [1914]; C. A. Shull wu. a.. 
Plant Physiology. Lancaster PA, Science Press Printing Co. 1935, Vol. 10, 8. 663, 
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Abb. 3. Schnitt durch das Amnion-Epithel der Placenta der Ziege. 
Zwischen den Kernen und dem freien Rand der sdulenférmigen Zellen sieht man 
durch Silber geschwarzte Golgi-Granula. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. Band 296. S. 48a. 
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Abb. 1. Papierelektropherogramme von LEiweiffraktionen. 
zugehorige Serum. 
1 Fraktion III-o nach Cohn; 2 y-Globulin; 3 (-Globulin; 4 «,-Globulin; 
5 a,-Globulin; 6 Albumin. Nr.2 bis 6 mittels Papierelektrophorese abgetrennt, 
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EiweiB: 6,25 (G.S.— N.E.S.). Harnstoff durch Urease mit direkter Ness- 
Jerisation. Harnsaure, Kreatin und Kreatinin nach Folin-Wu. Zucker: Hagedorn 
und Jensen. Calcium?’, anorgan. Phosphor’* und Alkali-Phosphatase!® durch photo- 
elcktr. Kolorimetrie (Lumetron). Ascorbinsiure nach Harris?® und die photo- 
elektrische Methode von Bessey*!. Diese Methode zeigt Vitamin C und auch 
andere, nicht-antiskorbutische, reduzierende Substanzen. Die letzteren werden be- 
stimmt durch die Methode von Wokes*, Der Unterschied zwischen beiden zeigt 
den wahren Vitamin-Gehalt. Vitamin B, wurde nach Jansens Thiochrom-Me- 
thode*3, Nicotinsiure kolorimetrisch mit Bromeyan und Anilin bestimmt. 


Besprechung der Ergebnisse 


Die Einzelheiten unserer Analysen zeigt die Tabelle, zusammen 
mit Angaben tiber die Proben. Folgende Ergebnisse wurden erhalten: 


1. Das Volumen der Amnionfliissigkeit nimmt wihrend der Trach- 
tivkeit zu, in Ubereinstimmung mit Wallace*4 und McDougall®. 

2. Menschliche Amnionfliissigkeit ist leicht alkalisch, die von Ziegen 
libt dagegen eine konstante Reaktion vermissen, sie kann alkalisch, 
neutral oder sauer sein. Mc Dougall* beobachtete ahnliches bei Schafen. 

3. Das spezif. Gewicht liegt um 1,01, der osmotische Druck liegt 
mit nur geringen Abweichungen bei 7,5 Atm. (7,35—8,54), nur beim 
leeren Fruchtsack wurde einmal als niederster Wert 6,72 Atm. beobachtet. 
Der Gesamttrockenriickstand schwankt zwischen 1,07 und 2,96 mg°®,, 
und betragt im Durchschnitt 1,49 mg®%,. Die anorganischen Bestand- 
teile (Asche) machen etwa 20°, des Gesamtriickstandes aus. Es scheint, 
da der Aschengehalt mit der Dauer der Trachtigkeit zunimmt. 

4. Auch der Gesamtstickstoffgehalt nimmt mit der Dauer der 
Trachtigkeit um tiber 80°, zu und betrigt im Durchschnitt 186 mg 
hzw. 103 mg®,,. Diese Tatsache wurde schon von McDougall beob- 
achtet. Die menschliche Amnionfliissigkeit ist N-armer. 

5. Der NichteiweiBstickstoff nimmt ebenfalls mit der Dauer der 
Trichtigkeit zu, er betrug 47,2 mg®,, am Anfang, 143 mg®, am Ende. 
Dies fand auch Williams?*, Auch dieser Wert liegt fiir menschliche 
Amnionfliissigkeit tiefer. 


“ J.H. Roe u. B.S. Kahn, J. biol. Chemistry St, 1—8 [1929]. 

ST. T. Kuttner u. H. R. Cohen, J. biol. Chemistry 75, 517--531 [1927] 
C,H. Fiske u. Y. Subbarow, ebd. 66, 375 [1925]; A. Bodansky, ebd. 99, 197 
[1932]. 

' A. Bodansky,. J. biol. Chemistry 101, 93—104 [1933]. 

20 L. J. Harris u. 8S. N. Ray, Biochem. J. 27, 2016--2021 [1933]. 

*1 QO. A. Bessey, J. biol. Chemistry 126, 771—784 [1938]. 

2 F. Wokes, J. G. Organ, J. Duncan u. F. G. Jacoby, Biochem. J. 37, 
695 702 [1943]. 

*3 B.C. P. Jansen, Nature [London] 135, 267 [1935]. 

"1 L.R. Wallace, J. agric. Sci. 88, 243—300 [1948]. 

» ELI. McDougall, Biochem. J. 45, 397 [1949]. 

°° J. A. Bergen Listle Williams u. L. Evanston, Amer. J. Obstetr. 
Gynecol. 7, 406 [1924). 
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es Ge- Nicht- 
“ I oa samt- | eiweiB- Eiw 
: 5 Menge riick- tick- Stick- | Eiwe 
rkunft Farbe ) ; spe $ 
en sas ccm PH | stand stoff stoff mg°® 
8 mg*/, | mg/, 
Mensch, 6 Foétus blaBgelb 8,0 1,12 66 
Mensch, oO Fétus blaBgelb 900 8,0 1,23 160 25 844 
Mensch, o Fétus griingelb 7,0 1,12 127 92 219 
Mensch, 6 Fotus 
(ausgetragen) griingelb 7,5 66 48 112.5 
Biiffel, ¢ Fétus, 4 Monate . gelblichgriin 1500 7,5 1,36 210 108 628 
Biiffel, 4 Fétus, 4 Monate . gelblichgriin 1000 5,0 1,42 100 91 56 
Ziege Nr. 1, © Fotus, | 
ausgetragen y briunlichgelb 460 5,6 1,35 273 180 581 | 
Ziege Nr. 1, GO Foétus, | 
ausgetragen 5 blaBgelb 1000 7,5 1,68 66 33 206 | 
Ziege Nr. 2, © Fotus, i 
ausgetragen : blaBgelb 6380 6,3 1,59 200 130 437 | 
Ziege Nr. 3, CO Fotus, | 
ausgetragen griingelb 100 190 160 187 ff 
Ziege Nr. 4, @ Fétus, 
ausgetragen ; goldgelb 500 6,73 2,35 200 166 212 
Ziege Nr. 4 ¢  Fotus, 
ausgetragen . hellgelb 200 7,28 1,07 80 55 156 
Ziege Nr. 4, leerer Fruchtsack goldgelb 400 7,18 2,96 300 180 510 
Ziege Nr.5, 2 Mon. alter Fétus | strohgelb 250 6,75 1,20 70 29 256 
Ziege Nr.6, 2 Mon. alter Fétus | strohgelb 480 8,0 1,22 110 43 419 
Ziege Nr.6, 2 Mon. alter Fétus | bernsteingelb 200 8,0 1,08 65 30 219 
Ziege Nr.7 7, 2 Mon. alter Fétus | gelblichweiB 300 8,0 1,20 100 34 412 
Ziege Nr.7, leerer Fruchtsack | bernsteingelb 600 8,0 1,66 170 100 431 
Der EiweiBgehalt schwankt stark, die Grenzwerte ware! 


0),056—0,844 mg®,. Bei Ziegen betraigt er im Durchschnitt 0,350 mg’, 
in der Friihzeit der Trachtigkeit, zuletzt 0,304 mg°,, in Ubereinstimmung_ 


mit ae co”. 


. Auch der Harnstoffgehalt nimmt mit der Dauer ~ Trachtig- > 
keit 2 zu; die Mittelwerte betrugen 55,7 mg’, und 123 mg%, bei Ziegen./ 
also eine Zunahme von 140°). 
(Ziege Nr. 7) oder weniger (Ziege Nr. 4 
Amnionflissigkeit scheint der Uberschu8 an Harnstoff gegeniiber de mip 


Gehalt im Blut geringer zu sein als bei Ziegen und Biiffeln. 


8. Yeno* hat zuerst Harnsdure in Amnionfliissigkeit aufgefunden. List |: 
bei 11 normalen und 9 ano: 


Williams** bestimmte die Harnsaure in 20 Fallen, 


malen Schwangerschaften, die 3 Wochen vor bis zu einem Monat nach der ¢ 

warteten Zeit beendet wurden. Bei ersteren lag der Wert zwischen 1,93 und 7.75. 
Mittel bei 4,5 mg®,,; bei den abnormen Fallen waren die Grenzwerte 1,94 und - ot 
Die Konzentration scheint mit der Dauer derf 
7,73 mg® , 


mit einem Durchschnitt von 3,8. 


4) als gefiillte. 


Leere Fruchtsicke enthalten melir| 


Bei menschlic her} : 


Schwangerschaft zuzunehmen und erreichte den héchsten Wert, 


einer Patientin, die drei Wochen iiberfallig war. 


27 A.W. Makepeace, F. Fremonth. 


rolli, Surgery, Gynecol. Obstetr. 58, 635 [1931]. 
Chemistry 37, 


°° —D. Yeno, J. biol. 
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Smith, 


M. E. 


103 [1919]. 
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Amnionfliissigkeiten verschiedener Herkunft. 












































Harn- Harn- Krea- Krea- | Reduz.- Nicotin-| ... 
. m_ : Ca P Phos- | Vit. B, os Vit. C 
stoff siiure tin tinin | Zucker siiure 
mg?’,, mg?/, yhatase y/ meu?) 
mg, | mg, mg*/, | mg%/, | mg, site ails ae Yo 
9,0 2,5 312 O13 
27,0 7.6 ye | 6 270 
47,1 10 4,3 1,2 1,5 
67,5 3 333 
112,5 7,48 3,77 276 17,0 1,25 0,75 26 387 
73,9 9,32 4,18 96 12,0 2,65 0,35 93 444 O,1L7 
60,0 4,52 18,60 6,15 18,7 2,3 2,1 1016 
62,1 1,93 8,62 3,88 16.9 2,5 yA S00 
166,7 3,53 30,3 9,16 13,0 14,3 2,0 521 
287 3,14 29,3 10,1 61 152 
100,7 2,03 11,7 7.14 113 21 4.0 Pe 158 908 O,L4 
100,7 1,61 5,5 3,0 is 16 4,0 1,3 855 0,23 
90 1,80 13,9 7,25 199 24 5,0 0,7 162 SLT 0,18 
47,0 0,62 6,0 2,07 230 3,5 0,3 9 995 0,13 
60,0 0,25 11,0 1,20 127 17 3,2 8,8 48,7 857 0,16 
54,0 0,80 7,52 1,82 5) 2,3 9,7 Spur 300 0,13 
53,6 0.44 6,9 1,2 0 16 3,1 8,7 | Spur 400 0,15 
72,8 OS 15.5 2,14 152 20 9,5 8,8 | 40 272 0,27 


Unsere Ergebnisse stimmen mit jenen Befunden iiberein. Bei 
unseren Ziegen fanden wir einen Harnséuregehalt von 0,15—0,8, im 
Durchschnitt 0,52 bei einer Trachtigkeit von 2 Monaten und 1,6 bis 
4,527, im Durchschn. 2,792, an ihrem Ende. Zwischen leeren und Foétus 
enthaltenden Fruchtsécken (loculi) bestand kein signifikanter Unter- 
schied. Auch Williams*® hat die Harnsiurekonzentration in der Am- 
nionflissigkeit héher als im Blut gefunden (5,29 mg°®,, bzw. 3,6 mg °). 
Bei Cantarow”® (1933) lagen in 31 Fallen die Harnsiurewerte im 
miitterlichen Blut tiefer und nur in 5 Fallen hoher als in der Amnion- 
fliissigkeit (1,5—4,5, i. Durchschn. 3,05 mg”). 

9. Der Kreatiningehalt lag im Durchschnitt bei 1,69 mg”, in 
der Friihzeit der Trachtigkeit und bei 6,73 mg’, an ihrem Ende; die 
Zunahme betragt 400° ,. 

10. Fiir Kreatin wurde bei Ziegen im Durchschnitt 9,1 mg", in 
der Frihzeit und 17,6 mg®, am Ende der Trachtigkeit gefunden, das 
bedeutet eine Zunahme von 200°,. 

Nichteiweibstickstoffhaltige Substanzen, namentlich N. E.S., Harn- 
stoff, Harnsiure, Kreatinin und Kreatin, nehmen also mit dem Fort- 

29 A.Cantarow, H.Stuckert u. F. Davis, Surgery, Gynecol. Obstetr. 
57. 63 [1933]. 
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schreiten der Trachtigkeit manchmal] betrachtlich zu. Bei ein und der- 
selben Ziege k6énnen sie im leeren Sack in gleicher oder in hoherer 
Konzentration als im gefiillten vorhanden sein. Diese Unterschiec 
mogen auf den ersten Blick gréBer erscheinen, als sie Listle Williams*° 
berichtet, der z. B. keine Zunahme bei Kreatinin fand. Alle seine 
Fille befanden sich aber in einem spiten Stadium der Trachtigkeit. 
deren Dauer nicht mehr als 1! Monate auseinander lag. Bei unseren 
Ziegen wurden aber die frithesten Zahlen schon nach zweimonatiger 
Trachtigkeit erhalten und die letzten an ihrem physiologischen Ende. 
nach 5 Monaten; unsere Zahlen illustrieren wohl besser den Einflub. 
den die Dauer der Trichtigkeit auf die Zusammensetzung der Amnion- 
fliissigkeit hat. Da wir keinen Unterschied zwischen leeren und gefiillten 
Fruchtsicken fanden, kann die Zunahme an N.E.S. nicht der Bei- 
mischung von fétalem Harn zugeschrieben werden, wie Williams und 
seine Mitarbeiter annehmen. 

11. Reduzierender Zucker, Calcium und anorganischer Phosphor, 
die wir auch bestimmt haben, aindern sich nicht deutlich mit dem Fort- 
schreiten der Trachtigkeit. Alkalische Phosphatase dagegen nimmt mit 
der Zeit ab. 

12. Das Vorhandensein wasserléslicher Vitamine in Amnionfliissig- 
keit ist von uns — anscheinend erstmalig — nachgewiesen worden. 
Wir arbeiteten zunachst mit menschlicher Fliissigkeit und fanden kein 
Vitamin C. Fir Vitamin B, fanden wir im Durchschnitt 2,3 y% in zwei 
Fallen. Da aber die Flissigkeit nicht ganz frisch und leicht alkalisch war. 
kénnen diese Vitamine teilweise zerstért worden sein. Allerdings ist 
der Gehalt von 2,3 B, nicht sehr klein im Vergleich zu 7 y%, einem 
Betrag, der gewohnlich im Blut gefunden wird. Wir wiederholten die Be- 
stimmung an ganz frischen, mit einigen Tropfen Eisessig angesiuerten 
Fliissigkeiten von Ziegen. Der wahre Gehalt an Vitamin C schwankte 
zwischen 126—265 y°% und derjenige von B, schwankte noch starker (von 
Spuren bis 162 7%). Verschiedene Fruchtsicke derselben Ziege zeigten 
auffallende Unterschiede (Spur bis 48 y°,,) in ihrem Gehalt an Vitamin B,. 








Der Gehalt an Nicotinsiure lag in menschlicher Flissigkeit um | 


300 y°,. Dies ist etwa ein Drittel von dem im Blut normaler Erwach- 


sener (700—900 y°,,). Bei Amnionfliissigkeit von Ziegen schwankt der 


Betrag zwischen 195—995 mit einem Mittelwert von 700 y°® . 

'3. Makepeace?’ sowie Zangemeister und Meissl bestimmten 
den Gefrierpunkt von menschlichem miitterlichem und fotalem Blut sowie 
der Amnionfliissigkeit in 7 Fallen. Miitterliche und f6tale Sera waren 


isotonisch innerhalb von 0,005° C, nur einmal wurde eine Differenz von | 
0.015°C gefunden. Die Amnionfliissigkeit verhielt sich dagegen immer | 


hypotonisch gegeniiber dem miitterlichen Serum. Sie folgerten, dal 
mindestens vom 5. Monat an die Amnionfliissigkeit mit einer merklichen 


Menge fétalen Harns vermischt sein miisse. Bei unseren Ziegen war der | 
osmotische Druck der Amnionfliissigkeit ungefahr der gleiche wie der | 


von andet en Korperflissigkeiten ; er war héchstens etwas geringer gegen- | 
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iiber dem miitterlichen Serum. Verschiedene Fruchtsacke der gleichen 
Ziege zeigten aber einen verschiedenen osmotischen Druck. Bei Ziege 
Nr. 4 wiesen die einen Fotus enthaltender Sicke einen niedrigeren 
osmotischen Druck auf. Dies bekraftigt anscheinend die Ver- 
diinnungstheorie. Aber bei Ziege Nr. 6, welche sich im 2. Monat der 
Schwangerschaft befand, also zu einer Zeit, bei der die fotalen Nieren 
noch nicht funktionierten, zeigten die beiden Fruchtsicke einen gréBeren 
Unterschied im osmotischen Druck, etwa 14, Atm., bei Ziege Nr. 7 war 
der Druck im leeren Fruchtsack um | Atm. kleiner als im anderen. 

Aus unseren Befunden darf man schlieBen, daB Amnionfliissigkeit 
nicht durch Filtration entsteht und da®B fétaler Harn zu ihrer Bildung 
nicht viel beitragt. Aktive Sekretion durch das Amnionepithel muB 
daher in Betracht gezogen werden. 


Ursprung der Amnionflissigkeit 

Bisher nahm man vier Bildungsméglichkeiten fiir die Amnion- 
fliissigkeit an: 

1. Fotaler Harn, 2. Transsudat von miitterlichem Serum, 3. Se- 
kret des Amnionepithels, 4. Gemischter Ursprung. 

1. Fétaler Harn. Nach Stander*® vermutete Portal im 17. Jahr- 
hundert, daB die Amnionfliissigkeit aus fétalem Harn bestehe. Ebenso 
glaubte Windley, daB zum mindesten ein bedeutsamer Teil der Am- 
nionfliissigkeit sich aus den fotalen Nieren herleite. Aber Amnionfliissig- 
keit ist schon sehr friih in Eiern zu finden, vor Ausbildung der fétalen 
Nieren, und wenn der Fotus resorbiert wird und vollig verschwindet, 
enthalt der Fruchtsack immer noch Fliissigkeit. 

Die Tatsache, daB bei Ziegen leere Fruchtsicke einmal mehr, ein- 
mal weniger N-haltige Stoffwechselprodukte enthalten haben als solche 
mit Féten, macht es wahrscheinlich, daB fotaler Harn zur Fliissigkeit 
wenig beisteuert. Schaller, ebenfalls zitiert bei Stander®®, injizierte 
werdenden Miittern Phloridzin und fand es im Gewebe des Foétus. Die 
Amnionflissigkeit enthielt selten etwas Zucker. Wire die Amnionfliissig- 
keit aus focalem Harn entstanden, so miiBte Zucker in gr6Beren Mengen 
nach der Injektion von Phloridzin in ihr enthalten sein. 

2. Transsudat aus miitterlichen BlutgefaBen. Makepeace 
und andere?’ glauben, daB die Amnionfliissigkeit als Dialysat des miitter- 
lichen Serums aufzufassen sei und noch fétaler Harn dazukomme, je 
weiter die Schwangerschaft voranschreite. Diese Ansicht wird unter- 
stiitzt durch die Tatsache, daB die Flissigkeit bei gewissen Zustinden 
von Hydrops der Mutter zunimmt, und da8B nach intravendsen Injek- 
tionen von radioaktiven Substanzen in die Mutter diese rasch in der 
Amnionfliissigkeit nachzuweisen sind, aber auch nicht spurenweise in 
den fotalen Nieren. Nach Cantarow und Mitarbb.?® kann die Amnion- 


30 H. J. Stander, Textbook of Obstetrics, D. Appleton Century Co.. 3rd. 
ed. 1945, S. 142. 
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fliissigkeit aber nicht nur ein Dialysat des miitterlichen Blutes sein; 
denn es besteht keine Wechselbeziehung zwischen beiden Fliissigkeiten. 
Amnionflissigkeit enthalt weniger EiweiB, mehr N. E.S., viel mehr 
Harnséiure, weniger Zucker, weniger Calcium und etwas mehr an- 
organischen Phosphor. Sie meinen, dais diese Hypothese allerdings 
immer noch die am meisten logische zu sein scheine, daB hingegen im 
Hinblick auf die relativ geringe Menge von Beweismaterial heute noch 
keine endgiiltige Aussage gemacht werden kénne. Sie folgern, daB die 
Amnionfliissigkeit ein Transsudat sein kénnte, wenn ihr Gehalt an Harn- 
siure nicht so hoch wire. 

3. Sekret des Amnionepithels. Polano (I. ¢.3°), spater Bondi 
sowie Mand]! und andere fanden gewisse Veranderungen des Amnion- 
epithels, welche sie als Anzeichen fiir seine sekretorische Funktion 
deuteten. Spater fanden Polano und Williams Vacuolen und Polano 
fand Fettropfen im Amnionepithel (I. c.°°). Keiffer®? beobachtete 
EinschlieBungen, welche er in Verbindung mit der Bildung von vernix 
caseosa brachte. 

Im Hinblick darauf, da Amnionfliissigkeit kein fotaler Harn sein 
kann und die Annahme, sie sei ein Transsudat des miitterlichen 
Serums, nicht zureicht, hielten wir es fiir nétig, ihre Bildung durch 
Sekretion weiterhin zu untersuchen. Wir schauten daher nach anderen, 
histologischen Beweisen fiir die sekretorische Aktivitat der placentaren 
Auskleidung und in amniotischen Membranen aus. Mit Fanos Kobalt- 
nitrat-Methode*? wurde der Golgi-Apparat gefarbt. Mikroskopisch zeigte 
sich das Amnionepithel aus hohen saéulenformigen Zellen im Zentrum 
der Placenta zusammengesetzt, gegen die AuBenflaiche zu wird es all- 
miahlich kubusahnlich und flacht sich in der Amnionmembrane ganz ab. 
In den Zellen, besonders den hohen, séulenférmigen, treten schwarze 
Korner zwischen dem Kern und dem freien Zellrand auf (Abb. 3*). Sie 
finden sich in geringerem Grade in den kubusf6rmigen und nur noch 
selten in den flachen Zellen. Nach Regaud*! gefarbte Mitochondrien 
waren ebenfalls als sehwarze Korner in den epithelialen Zellen der 
Amnionmembranen zu sehen. Dies deutet darauf hin, daB die Amnion- 
fliissigkeit zumindest auch durch Sekretion aus den Zellen des amnio- 
tischen Anteils des Fruchtsackes entsteht. 

Wir danken Professor Dr. Ahmed Shafik Pascha und Professer M. F. 
Sorour Bey, dem Leiter des Pathologischen Instituts, der diese Arbeit angeregt 
hat, fiir ihr Interesse, das sie ihr bis zuletzt entgegengebracht haben. Ebenso 
danken wir Herrn W. M. Azouz und Abou! Wafa sowie allen unseren Mit- 
arbeitern von der Biochemischen Abteilung fiir ihre Hilfe. 


31 Bondi, Zbl. Gynakol. 1905, 1075: Mandl, Z. Geburtshilfe Gynakol. 5s, 
249 [1906]. 

2 Keiffer, Gynécol. et Obstétr. 14, 120 [1926]. 

33 Mallory, Pathological Technique, \WW. B. Saunders Co., Philadelphia und 
London 1942, 8, 112. 

34 Mallory, Pathological Technique, WW. B. Saunders Co., Philadelphia und 
London 1942, 8. 110. 
* Abb. 3, s. Tafel 8. 48a. 
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Zusammenfassung 
I. 1. Ostron und Ostriol wurden aus Amnionfliissigkeit gewonnen 
und chemisch, spektroskopisch und biologisch als solche nachgewiesen. 


2. Progesteron konnte nicht aufgefunden werden. Das Vorkommen 
von Pregnandiol halten wir fiir wahrscheinlich. 


3. Ketosteroide sind ebenfalls vorhanden, wenn auch nur in sehr 
kleinen Mengen. 


4. Das Geschlecht des Fétus scheint den Gehalt der Amnionfliissig- 


‘keit an diesen oder ahnlichen Substanzen nicht zu beeinflussen, so daB 


sie nicht zur Bestimmung des Geschlechts des Fotus benutzt werden 
kann, wie man bisher geglaubt hat. 

5. Gonadotrope Hormone, ahnlich denen, die aus dem Chorion 
stammen, wurden nachgewiesen. 

II. Die chemische Zusammensetzung der Amnionfliissigkeit von 
Menschen und Ziegen wurde untersucht. 

Die stickstoffhaltigen Bestandteile nehmen mit der Dauer der 
Trachtigkeit zu. 

Kin Vergleich zwischen der Fliissigkeit aus leeren Fruchtsicken und 
solehen, die einen Fétus enthalten, fithrt zur Unhaltbarkeit der Theorie, 
daB Amnionflissigkeit fotalem Harn gleichzusetzen sei. 

Histologische Hinweise fiir sekretorische Eigenschaften der Amnion- 
membranen werden aufgezeigt. 


Uber proteingebundenes Acetalphosphatid im Blut 
Von 
F. Leupold, H. Frank und H. Biittner 


Aus der Medizinischen Universitatsklinik Kiel 
(Direktor: Prof. Dr. H. Reinwein) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Oktober 1953) 


Herrn Prof. Dr. K. Thomas zum 70. Geburtstag 


Aus zahlreichen Untersuchungen ergab sich, daB die Lipoide des 
Blutplasmas nicht in freier Form, sondern an Proteine gebunden vor- 
kommen. Auch im Erythrocyten sind die Lipoide zum gré8ten Teil als 
Lipoproteine vorhanden (vergl. auch!). Eine zusammenfassende Dar- 
stellung tiber die alteren Arbeiten gibt Chargaff?. In neuerer Zeit 


1 E. Ponder, Hemolysis and Related Phenomena, London 1948. 
2 KE. Chargaff, Advances in Protein Chem. 1, 1 [1944]. 
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wurden definierte Lipoproteine des Serums bzw. Plasmas mit Hilfe ver- 
schiedener Proteinfraktionierungsmethoden gewonnen *’. 

Keine Angaben finden sich aber in der Literatur dariiber, ob die 
Acetalphosphatide (= Acphos) des Blutes in freier oder an Protein ge- 
bundener Form vorkommen. Stepp, Feulgen und Voit® beobachteten, 
daB eiweiBarme Ko6rperfliissigkeiten plasmalarm sind. Von Claude? 
wurde das Vorhandensein eines acetalphosphatidhaltigen Lipoproteins 
lediglich in den Formbestandteilen des Cytoplasmas wahrscheinlich 
gemacht. Da die Acphos nur einen geringen Prozentsatz der Gesamt- 
phosphatide ausmachen (im Serum etwa 4 Mol%), kann man aus den 
Angaben® 1°, daB der gréBte Teil der Phosphatide an Protein gebunden 
ist, nicht ohne weiteres Riickschliisse auf den Zustand der Acphos ziehen. 
Die Ergebnisse von Ultrafiltrations- und Dialyseversuchen sowie die 
Tatsache, daB es unméglich ist, die Acphos des Serums mit Ather aus- 
zuschiitteln, legen die Vermutung nahe. da die Acphos im Serum bzw. 
Plasma an Proteine gebunden sind. 

Um diese Frage zu kliren, haben wir die Serum- bzw. Plasma- 
proteine durch Makromethoden fraktioniert. Geeignet erschien uns ein- 
mal die Alkoholfraktionierung nach Cohn und Mitarbeitern" }? (Methode 
10) bei niedriger Temperatur und niedriger Ionenstaérke, zum anderen 
die praiparativé Papierelektrophorese (— P. E.) nach Bockemiiller und 
Rebling#*. Fiir die Untersuchungen am Erythrocyten benutzten wir 
gefriergetrocknetes Stroma. 


Beschreibung der Versuche 


Methodisches: 1. Bestimmung der Acphos nach Leupold und Biittner"™. 
2. Bestimmung des Lipoid-Phosphors: Extraktion nach Krainick”, Bestimmung 
3M. Macheboeuf, Bull. soc. Chim. biol. 11, 268, 485 [1929]; Discuss. Fara- 
day Soe. 6, 62 [1949]. 

4 G.S8. Adair u. M. E. Adair, J. Physiol. 102, 17p [1943/44]. 

> G. Blix, A. Tiselius u. H. Svensson, J. biol. Chemistry 137, 485 [1941]. 
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des Phosphors nach Lohmann und Jendrassik'®, Lipoid-P (mg®,) x 25 == Phos- 
phatid (mg®,). 3. Cholesterinbestimmung nach Schmidt-Thomé und Augu- 
stin!’» 18, 4, Proteinbestimmung nach der Biuretmethode von Weichselbaum!’. 
5. Papierelektrophorese in der tiblichen Weise (feuchte Kammer nach Wieland). 
Veronalnatrium-Natriumacetatpuffer, 0,5-m., p778,6, Anfairbung mit Amidoschwarz 
10B. 6. Ultrafiltration im Apparat nach ThieBen mit Ultrafeinfilter (feinst) der 
Membranfiltergesellschaft. 


Vorversuche 


1. Dialyse und Ultrafiltration: Reine Phosphatidsole, aus menschlichem 
Gehirn dargestellt, dialysieren nur zu einem geringen Prozentsatz (vgl. auch !°). 


‘ Acphos des Serums dialysieren iiberhaupt nicht. Engt man Serum mit Ultrafein- 


filtern (feinst) stark ein, so bleibt das Verhaltnis von Acphos zu Protein im Rahmen 
der Fehlergrenze konstant. 

2. Ausschiittelung mit Ather?°: Bei Zimmertemperatur lassen sich die 
Acphos des Serums nicht mit Ather ausschiitteln, bei —- 5°( gehen etwa 3°,, bei 
— 25° C etwa 10°% in den Ather iiber. 

3. Papierelektrophorese: Versuche, Acphos auf Papierelektrophero- 
grammen sichtbar zu machen, schlugen fehl. 


Fraktionierung von Serum 

1, Praparative Elektrophorese: Etwa 4 ccm Serum wurden in der pra- 
parativen Elektrophoresesiule von Bockemiiller und Rebling!® fraktioniert und 
die erhaltenen Fraktionen nach Kinengung im T hie Ben- Apparat papierelektropho- 
retisch auf ihre Reinheit gepriift. Dabei wurde die erhaltene Fraktion jeweils auf 
dem gleichen Papierstreifen neben dem entsprechenden Serum aufgetragen (Abb.1*). 
Der Acphos- sowie der Proteingehalt wurde bestimmt. Ein MaB fiir proteingebun- 
denes Acphos in den einzelnen Fraktionen stellt der Quotient 

Acphos (g°,)** 
Protein (g°,) 

dar. Die Ergebnisse zeigt Tab. 1. Eine besonders starke Anreicherung der Acphos 
fanden wir in den «,- und £-Globulinen bei einer fortgeschrittenen Graviditat (Pat. 
K1., Tab. 1) mit folgendem SerumeiweiBbild: (Tiselius-Apparat mit Philpot- 
Svensson- Optik) Gesamtprotein: 5,68 g°.,; A38,2°); «, 6,7’; % 9,89); B 23,4°,,; 
1, 1,9% 3 yg 20,1%. 

Lipoid-P: 15,1 mg®,,; Acphos 2,75 mg®, im Serum. 

Bei Zimmertemperatur lassen sich auch aus diesem Serum keine Acphos mit 
Ather entfernen. 

2. Alkoholfraktionierung nach Cohn!'!>”; Wir benutzten mit je 5 oder 
10 com Plasma oder Serum die von Lever!” angegebene Methode unter Anwendung 
von Glasfritten (G5). Die Abtrennung der Fraktionen III-o und IV erfolgte nach 
der Cohnschen Originalvorschrift. Einige Ergebnisse dieser Versuche zeigt Tab. 2. 

3. Untersuchung technischer SerumeiweiBfraktionen: Zur Ergan- 
zung untersuchten wir einige von den Behring-Werken gelieferte Eiwei8fraktio- 
nen. Ergebnisse s. Tab. 1. 


16 K, Lohmann u. L. Jendrassik, Biochem. Z. 178, 419 [1926]. 

17 J. Schmidt-Thomé u. H. Augustin, diese Z. 275, 190 [1942]. 

18 F. Leupold u. H. Biittner, Klin. Wschr. 31, 867 [1953]. 

19 T. E. Weichselbaum, Amer. J. clin. Pathol. (Techn. Sec.) 10, 40 [1946]. 

20 W. B. Hardy u. S. Gardiner, J. Physiol. 40, 68 [1910]. 

* Abb. 1, s. Tafel S. 48b. 

** Angaben als Plasmal, mittleres Mol.-Gew. 254. Die Berechnung als 
Acphos ist zur Zeit noch nicht méglich, da die von Feulgen angegebene For- 
mel neuerdings von Debuch2! in Frage gestellt worden ist, 

21 H. Debuch, Vortrag Tag. Ges. Physiol. Chem., Homburg/Saar 1953. 
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Tab. 1. Acetalphosphatidgehalt verschiedener SerumeiweiBfraktionen. 




























































































Acetal- ieeeid Acphos 
Nr. Fraktion Herkunft | phospha- orem | Protein 
tid mg | G0 Jie 
1. | Gesamtserum . Mensch 2,55 6,72 0,038 
(Mittel) 
I. Fraktionierung durch praparative Elektrophorese. 
2. Albumin . Pat. Kl. 0,74 1,90 0,039 
3. Albumin . Pat. St. I] 0,30 1,18 0,025 
4. Albumin . Pat. H. 0,37 1,24 0,030 
5. Albumin . Pat. St. I] 0,60 1,32 0,046 
6. | -Globulin . Pat. K] 1,04 0,41 0,254 
7. |o,-Globulin . Pat. H. 0,64 0,71 0,089 
8. | a -Globulin . Pat. St. I] 1,18 2,98 0,040 
9. | %-Globulin . Pat. St. I 0,50 0,89 0,056 
10. | %-Globulin . Pat. H. 0,47 0,68 0,069 
11. | -Globulin . Pat. St. I] 0,53 1,75 0,030 
12. | %-Globulin . Pat. St. IV 0,44 0,95 0,047 
13. | %-Globulin Pat. N. 0,52 0,74 0,071 
14. | 6 -Globulin Pat. N. 0,77 0,66 0,117 
15. | B-Globulin . Pat. KI. 3,12 0,52 0,600 
16. |B -Globulin . Pat. St. Il 1,62 0,92 0,176 
17. | B,-Globulin . Pat. H 0,68 0,63 0,108 
18. | B.-Globulin Pat. H 0,30 0,48 0,062 
19. | y-Globulin Pat. KI 0,33 0,46 0,071 
II. Proteinfraktionen der Behringwerke. 
20. | Albumin Op. Nr. 459/463 | Mensch ; 0,66 17,70 0,004 
21 Albumin ,,reinst* Op. 
Nr. 411 . : : Mensch 0,52 2,47 0,021 
22. | Albumin ,,reinst* 
Nr. 191151/15552. Rind 1,06 2,48 0,043 
23. | y-Globulin Nr. 7252/28252 | Rind 0,28 2,80 0,010 
24. | Fibrinogen Op. Nr. 216. 0.51 1,85 0,028 
Tab. 2. Alkoholfraktionierung nach Cohn. 
: Liésung der Fraktion in | 
Zusammen- 0,9-proz. NaCl Acphos | Phos- | Acphos 
N Frakti Acphos Proteiz phatid | ‘Phos- 
= remseen slektropho-| Protein] — als Phos- rotelN | protein] phatid 
aoe. a Plasmal phatia 
8°/o mg*/> mg°/o "lo "lo "lo 
Versuch VI 
1. | Gesamtserum . 6,70 | 2,09 | 158 | 0,031 | 2,36 | 1,32 
2. /14+ 11+ IIL,;,3- B. 2,17 | 1,08 0,050 - 
3. IlI,. . . .. .|B oder a} 0,54 | 0,85 0,157 
4, Wed ara. x eeasioaeee 1,02 | 0,96 0,094 
3. Divers: cals: Se 1,86 | 0,23 0,012 
Versuch VII 
1. | Gesamtserum 7,46 1,90 | 163 | 0,025] 2,18) 1,17 
2. |I1 + IL + IM,,.,3. .| 8, 1,86 | 0,84 64 | 0,045] 3,44] 1,31 
3. IlI,. . . .. .| 8 oder a} 0,78 | 0,68 82 | 0,074] 10,5 | 0,71 
4. Vn ss. ey oy KG) O48 | O62 37 | 0,129| 7,72] 1,68 
5. v. : 2.86 | 0,16 26 | 0,006 | 0,91 | 0,62 
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4. Lipoprotein aus Pferdeserum nach Macheboeuf?: Aus dem Serum 
cines Schlachtpferdes (Gesamtbilirubin: 3,18 mg°,) wurde nach Macheboeuf durch 
sechsmalige Umfallung das Lipoprotein dargestellt. Die dabei durch Halbsattigung 
mit Ammoniumsulfat zu Beginn ausfallenden Gesamtglobuline wurden ebenfalls 
untersucht und erwiesen sich papierelektrophoretisch als albuminfrei. Das nach 
Macheboeuf gewonnene Lipoprotein erwies sich als nicht einheitlich. Es enthielt 
neben B,- auch «,- und y-Globulin, dariiber hinaus noch in geringer Menge eine Frak- 
tion, die etwas schneller als das Albumin des zum Vergleich aufgetragenen Serums 
wanderte. Wir konnten also bei diesem Vorgehen nur eine gewisse Anreicherung von 
eiweiBgebundenem Lipoid, jedoch kein einheitliches Lipoprotein erhalten. Ergeb- 


nisse s. Tab. 3. 


Tab. 3. Lipoprotein aus Pferdeserum nach Macheboeuf. 














Gesamtserum |Gesamtglobulin Lipoprotein 

Acetalphosphatid (mg°,, 

QlPiasmal. 2... ss 3,04 0,68 9,56 
Phosphatid (mg®,) . . . 169 1] 545 
Protem (89%) 5 55 5 es 8,85 3,63 2.22 
Aeph 

—— ae 0,034 0,019 0,431 
Protein 

Phosphatid : 

 sovsusiellt 4 inns 1,91 0,303 24,5 
Protein 

— Se 1.80 6,18 1,76 
Phosphatid 











5. Menschliches Erythrocytenstroma wurde nach einer Vorschrift von 
K lenk und Lauenstein?? gewonnen und mit fester Kohlensaure gefriergetrocknet. 
Wir erhielten eine braunliche, gut pulverisierbare Substanz, deren Analyse Tab. 4 
zeigt. Bei der gravimetrischen Bestimmung der Gesamtfette ist es notw endig, den 
im Soxhlet durch Extraktion mit Alkohol-Ather bzw, Alkohol-Aceton erhaltenen 
Lipoidriickstand nochmals in Benzol aufzunehmen, zu filtrieren und das Lésungs- 
mittel abermals abzudampfen. Der erhaltene Riickstand wurde zur Lipoid-P- und 
Cholesterin-Bestimmung benutzt. Acphos lassen sich durch Extraktion mit 100- 
proz. Athanol bei Zimmertemperatur ebenso gut extrahieren wie im  Soxhlet- 
Apparat. 


Tab. 4. Zusammensetzung menschlichen Erythrocytenstromas. 














mg/100 mg 
Ne: Trocken- 
stroma 
). | Stickstofl ... .-. 7,99 
2. | Stickstoff im ent- / ee 
lipidierten Stroma 13,82 a 1.53°,, 
3. | Lipoid-Phosphor . . 0,67 Protein 
=a Phosphatid 33.7 0 
+. | Gesamtlipoid... . . 33,6 Proteiti ss aa 
5.|Phosphatid . .. . 16,8 ; 
6.|Cholesterin  . . . . 4,28 Acetalphosphatid 453° 
; eA a a) 
7. | Acetalphosphatid . . 0,76 Phosphatid 
(als Plasmal) 
S| el ic0)2) | 49.8 











2 KE. Klenk u. K. Lauenstein, diese Z. 291, 249 [1952]. 
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Diskussion der Ergebnisse 

Unsere Ergebnisse zeigen, dal} die Acphos des menschlichen Serums 
zumindest zu einem groBen Teil als Lipoproteine vorliegen. Bei Frak- 
tionierungsmethoden durch Fallung bleiben sie beim Protein; bei der 
Elektrophorese wandern sie mit bestimmten EiweiBfraktionen. Ob neben 
den gebundenen Acphos im Serum noch ein kleiner Rest ungebundener 
Acphos vorkommt. laBt sich mit den uns zuganglichen Methoden nicht 
ausschlieBen. Die zur Klarung derartiger Fragen vielfach benutzte 
Gleichgewichtsdialyse laBt sich hierbei nicht anwenden, weil die Acphos. 
auch wenn sie nicht an Protein gebunden sind, kaum dialysieren. Ande- 
rerseits kénnten freie Acphos bei fraktionierten EiweiBfallungen durch 
spezifische Wechselwirkungen zwischen Lipoid und Protein unter den 
hesonderen Bedingungen der Fiallung mitgerissen werden. Cohn! be- 
schreibt z. B. den Fall einer Wechselwirkung zwischen /,-Lipoprotein 
und y-Globulin bei px 5.8. Fiir unsere Fragestellung waren von den 
chemischen Fraktionierungsmethoden darum nur solche brauchbar, bei 
denen derartige Wechselwirkungen beriicksichtigt werden (Methode 10 
von Cohn). 

Wir hielten es fiir angebracht. von vorneherein noch mit einer 
zweiten Fraktionierungsmethode, der P. E. zu arbeiten. Einige Fehler- 
quellen der Fallungsmethoden werden durch die P. E. vermieden. Da- 
gegen kann die teilweise Adsorption bestimmter Eiweibstoffe am Papier 
eine Rolle spielen. Die Ergebnisse stimmen jedoch bei beiden, prinzipiell 
verschiedenen Methoden im wesentlichen iiberein und bestatigen sich 
damit gegenseitig. 

Der Acphos-Gehalt der einzelnen, nach verschiedenen Methoden 
gewonnenen EiweifBfraktionen des Serums ist unterschiedlich hoch. 
Absolut acphos-freie Fraktionen erhielten wir nicht. Eine besondere 
Anreicherung von Acphos findet sich in den x,- und /,-Globulinen, die 
wir in einigen Fallen elektrophoretisch rein gewinnen konnten. Ob es sich 
hei weitgehend acphos-freien Fraktionen (Albumin und y-Globulin) um 
Vernnreinigungen mit anderen Lipoproteinen handelt oder ob in diesen 
Fraktionen tatsichlich eine geringe Menge an Acphos gebunden ist, laBt 
sich nicht sicher entscheiden; wir halten erstere Moglichkeit fiir wahr- 
scheinlicher. Vielleicht gilt das auch fiir die «-Globuline (vgl. aber Green 
und Lewis”, die ein x-Lipoprotein beschreiben). In einem Falle gelang 
die praparativ elektrophoretische Trennung von /,- und /,-Globulin. 
Dabei zeigt die /,-Fraktion einen nahezu doppelt so hohen Wert wie die 
/'s-Fraktion. 

Eine starke Anreicherung an Acphos zeigt die Fraktion IIT-o nach 
Cohn. Die papierelektrophoretische Kontrolle (8S. Abb. 1, Nr. 1) der 


*3 A.A. Green u. L. A. Lewis, 119th Meeting Amer. chem. Soc. Div. biol. 
Chem.; Boston, April 1951. 
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Fraktion III-o zeigte, daB diese einheitlich ist. Jedoch ist ihre Wande- 
rungsgeschwindigkeit groBer als die der /-Fraktion des daneben auf- 
vetragenen Serums. Sie erreicht fast die Wanderungsgeschwindigkeit der 
%>-Fraktion. Ob es sich bei den erwahnten Abweichungen um eine Ande- 
rung der Wanderungsgeschwindigkeit durch eine Variation des relativ 
hohen Lipoidgehaltes bzw. der Lipoid-Zusammensetzung oder um eine 
Wechselwirkung zwischen Lipoprotein und Papier oder um eine Ande- 
rung der elektrophoretischen Eigenschaften durch die Fallung handelt, 
kénnen wir nicht entscheiden. Der Anteil der Acphos am Gesamtphos- 
phatid in der Fraktion IV nach Cohn, welche u. a. das «-Lipoprotein 
enthalt, ist gréBer als in der Fraktion III-o, in der sich das /),-Lipo- 
protein befindet. 

Der Gehalt an Acphos in Albumin- und y-Globulin-Fraktionen ist 
vering, Albumin-Fraktionen der Behringwerke weisen entsprechende 
Werte auf. Auch in einer y-Globulin-Fraktion der Behring-Werke ist der 
Acphos-Gehalt sehr gering, wihrend das mittels der P. E. erhaltene 
'-Globulin als ,,Kammerfliissigkeit’’ méglicherweise mit liegengeblie- 
henem Lipoid verunreinigt ist. (s. auch Nikkila™). Ein Hinweis darauf, 
daB Fibrinogen keine nennenswerte Menge an Acphos enthalt, kann darin 
erblickt werden, da Acphos-Bestimmungen im Serum und im Plasma 
innerhalb der Fehlergrenze gleiche Werte ergeben. Die Acphos sind also, 
wie die Phosphatide tiberhaupt, bevorzugt an bestimmte Proteine ge- 
bunden. 

Der Erythrocyt enthalt bekanntlich wesentlich mehr Phosphatid 
als das Serum und zwar nahezu vollstaéndig im Stroma lokalisiert’. 
Stepp, Feulgen und Voit® beobachteten eine starke qualitative 
Plasmalreaktion des Erythrocytenstromas. Das Verhiltnis von Acphos 
zu Gesamtphosphatid ist betrachtlich hoéher als im Serum (s. Tab. 5). 
Wir fanden, daB dieses Verhaltnis am intakten Erythrocyten ebenso 
zroB ist wie im isolierten Stroma, woraus geschlossen werden kann, dal} 
auch das Acphos des Erythrocyten nur im Stroma enthalten ist. Ob es 
hier als echtes Lipoprotein vorliegt, 14Bt sich nicht ohne weiteres ent- 
scheiden. 


Tab. 5. Relation Acphos/Gesamtphosphatid in Blutkérperchen und Serum. 




















Acetalphosphatid Lipoid-P | Acetalphosphatid 
a sipoid-f —- 
als Plasmal Lipoid-P 
Serum : 2,55 mg®,, 8,0 mg”, 0,32 
Erythrocyten . 17,4 mg”, 15,5 mg”, 1,32 
Erythrocytenstroma . 0,76 mg/100 mg | 0,67 mg/100 mg 1,14 








Die Arbeit wurde mit Mitteln der Deutschen eo eae inschaft 
durchgefiihrt. Wir danken Fr]. M. Leptien und Frl. E. Gramlow fiir ihre Hilfe 
bei dieser Arbeit. 


*4 KB, A. Nikkila, Ann. med. exp. biol. Fenn. 30, 331 [1952]. 
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Zusammenfassung 

1. Mittels verschiedener Methoden wurden die Serumproteine frak- 
tioniert und ihr Acetalphosphatidgehalt untersucht. 

2. Die Acetalphosphatide des menschlichen Serums liegen zum 
groBten Teil als Lipoproteine vor. Sie sind hauptsachlich an die a,-un« 
8-Globuline gebunden. 

3. Es werden Angaben tiber den Acetalphosphatidgehalt im Ery- 
throcyten gemacht. Die Acetalphosphatide sind vollstandig im Stroma 
enthalten. 

4. Im Erythrocyten stellen die Acetalphosphatide einen wesentlich 
gréBeren Prozentsatz der Gesamtphosphatide als im Serum dar. 


Uber die Farbung der Papier-Elektropherogramme 
mit Amidoschwarz 


Von 


Zvonimir Puéar 


Aus dem Centralen Medizinisch-chemischen Laboratorium, 
Zagreb (Jugoslawien) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Oktober 1953) 


Die von W. GraBmann!~ eingefiihrte Methode der Differenzierung 
der Elektropherogramme mit Amidoschwarz arbeitet mit einer gesattig- 
ten Lésung des Farbstoffsin Methanol: Kisessig = 9:1. Nach dem Anfarben 
wird der iiberschiissige Farbstoff durch Waschen mit essigsaurem Metha- 
nol vom Papierstreifen entfernt, worauf die einzelnen Fraktionen ge- 
trennt auf dem hellblau gebliebenen Filtrierpapier erscheinen, da sich 
die letzten Reste der Farbe vom Papier nicht entfernen lassen. 

Nachdem es uns gelungen war, eine neue Apparatur zur Papier-Elek- 
trophorese nach der Methode der feuchten Kammer oder zwischen Glas- 
platten zu entwickeln, woriiber andern Orts berichtet werden soll, ver- 
suchten wir das Verfahren der Farbung der Elektrophorese-Streifen mit 
Amidoschwarz in folgenden Punkten zu vervollkommnen : 

1. Die Reproduzierbarkeit der Resultate sollte verbessert werden. 


2. Der Zeitaufwand fiir Farben, Waschen und Eluieren der Papier- 
streifen sollte méglichst klein bleiben. 





1 W. GraBmann u. K. Hannig, Naturwiss. 37, 496 [1950]. 

2 W. GraBmann, K. Hannig u. M. Knedel, Dtsch. med. Wschr. 76, 333 
[1951]. 

3 W. GraBmann u. K. Hannig, diese Z. 290, 1 [1952]. 


4 Vergl. auch G. Riva u. V. Martini, Schweiz. med. Wschr. 4, 73 [1953]; | 
N. Skarica, Arhiv Kemiju [Arch. Chim.] 24, 85 [1952]; I. Ruzdic u. Z. Pucar, 


Acta pharmac. jugosl. 3, 130 [1953]. 
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3. Das freie Papier sollte ungefarbt bleiben, um die Leerwert-Korrek- 
tion tiberfliissig zu machen und gleichzeitig einen besseren Kontrast der 
Fraktionen zu erzielen. 

Um der ersten Bedingung zu geniigen, muB das EiweiB moéglichst 
vollkommen mit Farbstoff gesaéttigt werden, was durch eine waBbrig- 
essigsaure Lésung des Farbstoffs in der Hitze erreicht wird. Gleichzeitiz 
wird auch durch Vermeidung von Alkohol eine fiir das Farben auber- 
ordentlich schadliche Esterbildung vermieden. Die Farbe ist in essig- 
saurer Losung bestaéndig. Um den an der Cellulose haftenden Farbstoff 
griindlich und rasch auszuwaschen, muB die Waschfliissigkeit ein még- 
lichst groBes Losungsvermégen fiir den Farbstoff besitzen, was, im Ge- 
yensatz zu Alkohol, bei essigsaurem Wasser der Fall ist. Um die Wasch- 
veschwindigkeit zu erhéhen, wird bei etwa 80° auf dem Wasserbad aus- 
gewaschen. 

Der an die Proteine gebundene Farbstoff kénnte bei 80° durch 
reines dest. Wasser vollkommen eluiert werden, wenn dabei der Diazo- 
farbstoff durch Hydrolyse nicht teilweise zerstort wiirde. Zuverlissige 
Resultate erhalt man durch Verwendung von 50-proz. Methanol, dem 
5eem 1-n.NaOH je Liter zugesetzt worden sind. Damit wird der Farb- 
stoff bei Siedetemperatur in etwa 2 Min. vollkommen eluiert: die Ex- 
tinktion andert sich auch nach 1-stdg. Kochen nicht mehr. 


Beschreibung der Versuche 
1. Analyse humaner Seren 

a) Methodische Einzelheiten 

Elektrophorese: Puffer Na-Veronal, Na-Acetat und Salzsiure, py, 8.60, 
lonenstarke ps = 0,0482, %;0 = 0,0029 (Q-! cm); Herstellung des Puffers: 
4,5000 g Na-Veronal, 3,6000 g Na-Acetat, 30,6 com »/10-HCl, dest. Wasser ad 
1000 cem; Papier Munktell 20/150, freie Lange der Streifen 29 cm, Breite 1 cm. 
Spannung an den Enden der Streifen 120 V, Stromstirke 0,22—0.45 mA_ pro 
cm Breite. 

Farbstofflésung: Einer Lésung von 1 g Aminoschwarz 10 B p.a. (Bayer, 
Leverkusen) in 90 ccm dest. Wasser werden 10 ccm Fisessig zugesetzt. 

b) Ausfiihrung der Elektrophorese 

Von drei humanen Seren, von denen Serum J normal, Serum II und JIT pathe- 
logisch baw. stark pathologisch waren, wurden in je 8 Parallelversuchen 0,01 bis 
0,02 com mit unserer Apparatur 22 Stdn. der Elektrophorese unterworfen und die 
Papierstreifen bei 105° getrocknet. 

Je vier zu vier Streifen wurden zwecks Fixierung des Proteins spiralenformig 
zusammengerollt und in bedeckten Becherglisern (250 cem) 2—3 Min. in absol. 
Methanol auf dem Wasserbade gekocht. Darauf wurde in einem anderen Becherglas 
vleichen Inhalts jede Papierspirale bei etwa 80° 4 Min. in die Farblésung gelegt. Zur 
besseren Sattigung mit Farbstoff wurden die Spiralen etwa 5 Min. auf einer Glas- 
platte bei Zimmertemperatur gehalten, damit das Wasser teilweise von der Papier- 
oberflache verdunstete. Dann wurden die Spiralen in Becherglisern etwa 80 Min. 
mit 5-proz. Essigsiure bei etwa 80° unter mehrmaligem Umschwenken und unter 
Erneuerung der Waschfliissigkeit auf dem Wasserbad behandelt, bis der eiweib- 
freie Teil des Papiers véllig entfarbt war und die Waschfliissigkeit farblos blieb. 
Dic Papierstreifen wurden bei Zimmertemperatur getrocknet, in einzelne Frak- 
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tionen zerschnitten und je zweimal bei etwa 80° mit je ungefahr 10 ccm des 50-proz. 
Methanols, dem 5 cem J-n. NaOH/I zugesetzt war, eluiert, die Eluate in 25-ccm- 
MeBk6lbchen zur Marke mit der Eluierungsfliissigkeit aufgefiillt, mit dem Kolori- 
meter ,, Hellige Bio-Photo Col.‘ photometriert und aus den Extinktionswerten dic 
relativen Prozente der einzelnen Fraktionen errechnet. Wie Tab. 1 zeigt, betragi 
die mittlere Standardabweichung 0,3. 





Abb. 1, Elektropherogramme der 3 analysierten humanen Seren, 


Tab. 1. Ergebnisse der Elektrophorese von 3 Seren. « = Rel. -°,, s == Standard- 


abweichung. 

















Serum | Serum IT | Serum IT] 

HH 8 MY | 8 v | S 
A 65,4 O,¢ 38,9 0,4 36,8 0:2 
Ot, 4,8 0, 6.3 0,4 3,9 0.1 
Xs 8.6 0,4 11,5 | 0,2 3,8 | 0,1 
p 8.5 | 0.4 9,8 | 0,5 4,9 | 0,2 
y 12,8 | 0.6 33,6 | 0,4 50,7 | 0,3 


2. Analyse einzelner SNerumprotein-Fraktionen 

Fiir die quantitative Auswertung von Elektropherogrammen durch Photo- 
metrierung des gebundenen Farbstoffes miiBte dessen Menge den vorhandenen 
Mengen der SerumeiweiB-Fraktionen proportional und das Bindevermégen des 
arbstoffes an alle SerumeiweiB-Fraktionen das gleiche sein. Infolge der Ungleich- 
maiBigkeit der Farbung der cinzelnen Fraktionen wurden von verschiedenen Auto- 
ren® bei Verwendung von Bromphenolblau relativ groBe Korrektionsfaktoren fiir 
cinzelne SerumeiweiBfraktionen angegeben. GraBmann und Hannig® fanden bei 
Verwendung reiner EiweiBpriparate und Farbung durch Amidoschwarz aus alko- 
holischer Lésung auch, daB die Extinktion des eluierten Farbstoffes der Eiweib- 
konzentration nicht proportional ist. 

Vor der Untersuchung dieser Zusammenhange stellten wir fest, daB das Amido- 
schwarz in 50-proz. methanolischer Lésung dem Beerschen Gesetz folgt (Abb. 2).* 


Zur Elektrophorese wurden folgende EiweiBpraparate verwandt: 
1. Humanes Albumin (A,) und humanes y-Globulin (yz) des Lister 
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grad. Diese Praparate lagen in trockener Form vor. 

5 H. Cremer u. A. Tiselius, Biochem. Z. 320, 273 [1950]; G. Schneider, | 
Wand. chim. Acta 5, 1021 [1951]; H. Esser, F.Heinzler, F. Kazmeier u.} 
Sc. Scholtan, Miinch. med. Wschr. 93, 986 [1951]; G. Schneider u. Ch. Wun-|} 
derly, Schweiz. med. Wschr. 16, 445 [1952]. i 
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2, Aus einem humanen Serum wurden durch Aussalzen Albumin (A) und y- 
Globulin (y) gewonnen und unmittelbar nach der Fallung wieder in physiologischer 
Kochsalzlésung aufgelést. Die Elektropherogramme dieser Praparate zeigt Abb. 3. 


Abb.3. Papierelektropherogramme 
der verwendeten EiweiBpraparate. 
Oben: Ay und y;, unten: A und y, 
jeweils nebeneinander aufgebracht. 
Dimension der Filterpapierstreifen 
29 x 4,5 cm, Elektrophoresedauer 
oben 20 Stdn,; unten 23 Stdn.; 
alle tibrigen Daten gleichen den 
bei der Elektrophorese des Serums 
angegebenen. 


Auf Filtrierpapierstreifen Munktell 20/150 der Dimension 2 x‘16 cm, die mit 
dem Puffer aus Na-Veronal, Na-Acetat und Salzsiure (py 8,60) befeuchtet worden 
waren, wurden bekannte Mengen dieser Praparate in 0,05 ccm physiologischer Koch- 
salzlésung als runde Flecken aufgebracht, nach der bereits beschriebenen Methode 
mit Amidoschwarz 10 B angefarbt, der an Eiwei8 gebundene Farbstoff eluiert, die 
Eluate auf 100 ccm aufgefiillt und die Extinktion der erhaltenen Lésungen er- 
mittelt. Die Konzentration der Proteine wurde nach der Mikro-Kjeldahl-Methode 
unter Verwendung des Umrechnungsfaktors 6,25 vorgenommen. Alle verwendeten 
Praparate waren frei von Rest-Stickstoff. Die Konzentration der Proteinlésungen 
und das Volumen der Farbstoffeluate wurden ungefahr so gewahlt, daB die Farb- 
stoffdichte auf dem Papier und die Extinktionswerte der Eluate etwa den bei Serum- 
analysen vorkommenden entsprachen. Da immer 0,05 com der Lésung angewandt 
wurden, erschienen alle Flecken auf dem Papier annihernd gleich groB. Die Ergeb- 
nisse zeigt Abb. 4. Jedes Praparat lieferte eine Gerade. 

Danach wurden alle Messungen mit denselben Proteinlésungen wiederholt, 
aber diesmal wurden die Papierstreifen 8 Min. anstatt 4 Min. gefarbt. Die so ge- 
wonnenen MeBpunkte erwiesen sich als identisch mit den bereits abgebildeten; die 
Extinktionswerte schwankten erst in der dritten Dezimale um héchstens 3—4 Ein- 
heiten, Damit ist gezeigt, da8 die Ergebnisse sehr gut reproduzierbar sind, auch 
wenn die experimentelle Vorschrift beziiglich der Zeitdauer einzelner Operationen 
nicht streng eingehalten wird. 
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Das Bindevermégen des Farbstoffs an alle SerumeiweiBfraktionen ist jedoch 
nicht gleich. Es kann sogar im Rahmen einer einheitlichen elektrokinetischen Frak- 
tion zu erheblichen Schwankungen des Bindevermégens kommen, die vom Ursprung 
des Serums und pathologischen Veranderungen im Organismus abhangig sind oder 
bei Trockenpraparaten von der Isolierungsmethode, Trocknung und eventueller 
Adsorption von Salzen. Aus Abb. 2 und 4 kann das Bindevermégen von Amido- 
schwarz an einzelne Eiwei8praparate errechnet werden. Es ergibt sich, daB 1 mg 
Albumin A, 0,85 mg, 1 mg Ap 0,65 mg und | mg A 0,51 mg Farbstoff gebunden 


hat. Ferner hat 1 mg y-Globulin y,, 0,39 mg und 1 mg y 0,42 mg Amidoschwarz 
10 B gebunden. 

Deswegen verzichten wir bei klinischen Routineanalysen auf den Gebrauch 
von Korrektionsfaktoren und verwenden als Orientierungspunkte die nach der 
beschriebenen Methode erhaltenen Normalwerte. 

Fiir die Uberlassung der Praparate A,, Ag und y, sind wir Frau Professor Dr. 


FiSer-Herman, Vorstand des Instituts fiir klinische Chemie an der Pharmazeu- 
tischen Fakultaét Zagreb, zu Dank verpflichtet. Weiter haben wir dem Institut fiir 
Arbeitshygiene der Jugoslawischen Akademie Zagreb zu danken, daB es uns die 
Messungen am Beckman-Spektralphotometer erméglichte. 


Zusammenfassung 


Es wird eine rasch ausfiihrbare Methode zur Farbung von Proteinen 
auf Filtrierpapier durch Amidoschwarz 10 B p.a. beschrieben. Die Re- 
produzierbarkeit der Resultate ist sehr gut. Das eiweiBfreie Papier bleibt 
vollkommen ungefirbt und jede Korrektion der Extinktionswerte wegen 
des am freien Papier anhaftenden Farbstoffes ist iiberfliissig. Zwischen 
500 und 600 my ist die Extinktion des gebundenen Farbstoffes der Ei- 
weiBkonzentration proportional, obwoh] das Bindevermégen des Farb- 
stoffes an Albumin und y-Globulin als verschieden gefunden wurde. 
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Uber Bakterienlipoide 


3. Untersuchung verschiedener Lipoidfraktionen von Salmonella paratyphi © 
Von 
S. Cmelik 


Aus dem Centralen Hygienischen Institut, Zagreb, Kroatien 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Oktober 1953) 


In der zweiten Mitteilung! wurde gezeigt, daB die Lipoide von Salmo- 
nella-Stémmen eine Anzahl interessanter Verbindungen enthalten und 
sie sich in ihren Eigenschaften von anderen Bakterienlipoiden bedeutend 
unterscheiden. Im Rahmen dieser Arbeit untersuchten wir die Lipo- 
ide eines stark virulenten Stammes von Paratyphus-Erregern?. Da wir 
uns in friiheren Versuchen iiberzeugten, da der Fett- und Lipoidgehalt 
der glatten und rauhen Formen sehr verschieden ist, arbeiteten wir nur 
mit glatten Kolonien*. 

Der Lipoidgehalt war bei diesem Stamme etwas héher, als wir 
ihn bisher bei anderen Staémmen vorgefunden haben, nimlich 3,9% auf 
Trockensubstanz berechnet. Auf die Phosphatide entfielen 21,6°% der 
Gesamtlipoide, also bedeutend weniger als bei S. ballerup. Die Phos- 
phatide konnten auf Grund ihrer Léslichkeit im kalten Methanol in 
eine lésliche und eine unlésliche Fraktion aufgeteilt werden. Beide sind 
phosphorreich, unterscheiden sich aber stark in ihrem Stickstoffgehalt. 
Die chromatographische Untersuchung der Hydrolysate zeigte, daB 
beide Fraktionen identische Stickstofftriger enthalten, und zwar in 
iiberwiegender Menge die gleiche Substanz, die wir aus den Phospha- 
tiden von SN. ballerup isolierten und nicht identifizieren konnten, sowie 
kleinere Mengen von Glutaminsaure, Lysin und Arginin sowie Spuren 
von Serin und Glykokoll. 

Die Phosphatide enthalten weder Cholin, noch Athanolamin, 
noch Inosit und Kohlenhydrate. Die bisher untersuchten Bakterien- 
phosphatide, besonders diejenigen der Tuberkelbazillen, wiesen meistens 
eine viel kompliziertere Zusammensetzung auf?. 

In beiden Phosphatidfraktionen konnten wir ein starkes Uber- 
wiegen ungesattigter Sauren feststellen. Die gesattigten Sauren des 
methanolléslichen Anteiles diirften wahrscheinlich ein Gemisch sein 
und ebenso auch die ungesiattigten, die nach der Jodzahl keine stark 
ungesattigten Sauren enthalten. Die Analysenergebnisse der gesittigten 
Siuren des methanol-unléslichen Teiles sprechen fiir ein Gemisch von 

1 8. Cmelik, diese Z. 293, 222 [1953]. 

2 Hirschfeld, Lancet I, 296 [1919]. 

3 R. J. Anderson, W.C. Lathrop u. M. M. Creighton, J. biol. Chemistry 
a [1938]; G.I. de Siitt6-Nagyi u. R.J. Anderson, ibidem 171, 749 

Sti |. 
| * Uber die Ergebnisse dieser Versuche soll in einer anderen Publikation be- 
richtet werden. 
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Palmitin- und Stearinsiure. Die fliissigen Fettsiuren sind nur schwaci 
ungesattigt. 

Die Titration der Neutrallipoide ergab auch in diesem Falle 
das Vorhandensein freier Fettsiuren. Durch Behandeln der atherischen 
Lésung der Lipoide mit Natriumcarbonat konnten wir eine fliichtige 
Fettsiure isolieren, deren Neutralisationszahl und Aquivalentgewicht 
der Caprinsaure entsprachen. 

Die Neutrallipoide enthielten 7°, Unverseifbares. Die chromato- 
graphische Fraktionierung tiber Aluminiumoxyd zeigte, daB der wi- 
verseifbare Anteil eine gréBere Anzahl von Verbindungen enthalt. Mehr 
als ein Drittel besteht aus einem ungesittigten Kohlenwasserstoff mit 
der Jodzahl 112. Eine ahnliche ungesittigte Substanz konnten wir aus 
dem unverseifbaren Anteil von S. ballerup isolieren. Mit Petroliather- 
Benzol lieB sich erst eine kristallisierte, bei 85—90° sublimierende und 
bei 110° schmelzende Substanz eluieren, die keine Reaktionen auf Ste- 
rine gab. Nach weiterem Auswaschen konnten wir auch etwa 1 mg Frie- 
delin erhalten. Nach einer Anzahl éliger und amorpher Fraktionen er- 
hielten wir durch Eluieren mit Benzol eine wachsartige, in Rosetten 
kristallisierende Substanz, die bei 58° schmolz. Wahrscheinlich diirfte 
es sich um einen Wachsalkohol handeln. 

Da die Neutrallipoide stark gefarbt waren, schien es uns niitzlich, sie auf die 
Anwesenheit von Naphthochinonen zu priifen. Bei der Aufarbeitung der Fett- 
siuren suchten wir nach dem von Anderson und Newman? in den Tuberkel- 
bazillen gefundenen Phthiokol, jedoch ohne Erfolg. Ebenso konnten wir auch 
keine aromatischen Siuren nachweisen. Ihre Menge war vielleicht bei der kleinen 
Ausbeute an Lipoiden zu gering. 

Die Fettsiuren enthielten 39,2°% gesiittigter und 58,3% unge- 
sittigter Siuren. Die gesittigten Siuren konnten wir als reine Palmi- 
tinsdure identifizieren. Die fliissigen Fettsiiuren bestanden fast aus- 
schlieBlich aus Olsiure, da wir durch katalytische Hydrierung nur 
Stearinsiure erhielten. In den untersuchten Lipoiden finden sich also 
keine héheren ungesittigten und auch keine gesattigten Saéuren mit 
verzweigter Kette vom Typus der Tuberkulostearinsiure*®. Die Fett- 
siuren der Neutrallipoide sind gréBtenteils in Form von Glyceriden 
vorhanden. Andersartig gebundene Fettsiuren konnten wir nicht nach- 
weisen. (Eine Ubersicht iiber die Zusammensetzung verschiedener Frak- 
tionen gibt Tab. 1.) 


Beschreibung der Versuche 
Ziichtung der Mikroorganismen 
Salmonella paratyphi C (,,Vi‘‘-Stamm) wurde in Kolleschen Flaschen auf 
einem festen Nahrboden, bestehend aus Nutrienth Broth (,,Difco) mit 2°,, Bacto- 
Agar, 24 Stdn. bei 37° geziichtet. Es wurde ausschlieBlich mit glatten Kolonien 
gearbeitet. Jeder Ansatz wurde vor der weiteren Verarbeitung auf Agglutinier- 
barkeit mit dem entsprechenden Antiserum gepriift. Nicht oder schwach aggluti- 


4 R. J. Anderson u. M.S. Newman, J. biol. Chemistry 101, 773 [1933]. 
5 R. J. Anderson u. E. Chargaff, J. biol. Chemistry 85, 77 [1929]. 
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nierende Kulturen wurden verworfen. Insgesamt wurden 600 Flaschen vor- 
bereitet und in Portionen von je 100 Stiick verarbeitet. 


Tab. 1. Zusammensetzung verschiedener Lipoidfraktionen von 
Salmonella paratyphi C. 




















Phosphatide 
methanol-| methanol- Neutrallipoide 
léslich | unléslich 

'°, der Gesamtlipoide. ....... 13,6 8,0 78,4 
Unverseifbares ........... — 2,5 7,04 
Gesamtfettsiuren. ......... 55,2 65, 73,0 
Wasserléslicher Anteil nach dem Ver- 

seifen . ar ry ee eee 44,8 32,4 19,36 
Feste Fettsituren. ......... 33,2 36,5 39,2 
Fliissige Fettsiuren . wie es 62,8 55,2 58,3 
Stickstoffgehalt. .......4... 2,23 0,8 — 
PRORPNOMPENAIG : 6 8 3,91 4,32 — 


Herstellung der Lipoide 
Die Extraktion der Lipoide erfolgte nach dem bereits beschriebenen Ver- 
fahren!. Der Riickstand nach der Behandlung mit Ather-Alkohol wurde 14 Tage 
mit Chloroform bei Zimmertemperatur digeriert. Diese Extraktion lieferte eine 
ganz unbedeutende Menge von Lipoiden, die mit der Hauptmenge vereinigt wurde. 
Aus 60 g trockener Bakterienmasse erhielt man 2,28 g (3,66°,) Lipoide, als braune, 
halbfeste Masse. 


Abtrennung und Untersuchung der Phospholipoide 

Die Gesamtlipoide (2,28 g) wurden in 5 ccm Petrolather gelést und in 70cem 
Aceton gegossen; es schied sich ein gelber, flockiger Niederschlag aus. Nach einigen 
Stunden wurde die klare Lésung dekantiert, der Niederschag in wenig Petrolather 
aufgelést und die Fallung wiederholt. Dieses Umfallen wurde 5-mal wiederholt, 
das ausgefallte Produkt danach zentrifugiert und im Vakuum getrocknet. Aus- 
beute 492,6 mg (21,6°,). 

Die Gesamtphosphatide konnte man durch Behandeln mit kaltem absol. 
Methanol in eine leicht lésliche und eine unlésliche Fraktion trennen. Die fein 
yepulverten Phosphatide wurden 6 Stdn. mit 100 ccm absol. Methanol bei Zimmer- 
temperatur digeriert. Der unldsliche Anteil wurde abzentrifugiert und mit absol. 
Methanol gewaschen. Durch Eindampfen der methanolischen Lésungen erhielt 
man 310,3 mg (63,0) einer harzigen Substanz (1). 

Phosphor (nach Pregl-Lieb): 20,9 mg Sbst.: 56,8 mg (NH,)3[P(Mo,0,,),]. 
Stickstoff (nach Kjeldahl): 9,4 mg Sbst.: 1,05 cem n/70-H,SO,. 
Gef. P 3,91, N 2,23. 

Der methanolunlésliche Anteil wurde im Vak. getrocknet und analysiert. 
Ausb. 182,4 mg (37°) (ID). 

Phosphor (nach Pregl-Lieb): 21,7 mg Sbst.: 65,1 mg (NH4)3[P(Mo,0,9),4]. 
Stickstoff (nach Kjeldahl): 8,2, 6,2 mg Sbst.: 0,30, 0,25 cem n/70-H,SO,. 
Gef. P 4,32, N 0,73, 0,80. 

Hydrolyse von I. 163 mg Sbst. wurden in 10 cem 5-proz. methanolischer 
Kalilauge 1 Stde. unter RiickfluB verseift. Nachdem man aus der Lésung die 
Halfte des Methanols abdestilliert hatte, wurden 20 ccm Wasser zugefiigt und 
3-mal mit je 15 ccm Ather ausgeschiittelt. Die atherischen Ausziige enthielten 
keine gelésten Stoffe. Aus der alkalischen Lésung wurden dann die Reste des 
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Methanols im Vak. abdestilliert. Nach dem Ansiuern mit verd. Schwefelsiure wurden 
die Fettsiuren ausgeathert, gewaschen und nach dem Abdampfen des Athers im Vak. 
getrocknet. Ausb. 90,4 mg (55,2°,). Die Trennung tiber die Bleisalze lieferte 33,2 °, 
feste Séuren mit der Neutralisationszahl 181,7 und dem Aquiv.-Gew. 260 sowic 
62,8°,, fliissige Fettsiuren mit der Neutralisationszahl 205,4 und Jodzahl 79,3. 

Die wasserige Lésung wurde vorsichtig neutralisiert und im Vak. bis zur 
Trockne eingedampft. Der Riickstand wurde in der Kalte mit 90-proz. Alkoho! 
behandelt, vom ungelésten Kaliumsulfat abfiltriert, wiederholt bis zur Trockne 
eingedampft und in etwas Wasser aufgelést. Diese Lésung wurde nach Scherer® 
auf Inosit mit negativem Ergebnis gepriift, wahrend die Glycerinprobe durch 
Oxydation mit Perjodsiure nach Ramsay und Stewart’ positiv war. 

Fiir den Nachweis von stickstoffhaltigen Stoffen wurden 50 mg Sbst. 24 Stdn. 
mit 6-n. Salzsiure hydrolysiert und aufgearbeitet, wie friiher (1. ¢.1, S. 226) be- 
schrieben. Ein Teil des Hydrolysats wurde auf Whatman-Filtrierpapier Nr. | 
18 Stdn. in Phenol chromatographiert. Nach dem Trocknen des Papiers fiihrte 
man den Nachweis auf Cholin nach Chargaff, Levine und Green® durch Be- 
handlung mit Phosphormolybdanséure und Zinnchloriir aus. Die Reaktion fiel 
negativ aus. 


BUTANOL 





— 


© 


PHENOL 


-Gfp* 


Abb. 1. Chromatogramm des 

Hydrolysats des in kaltem 

Methanol léslichen Anteils 
der Phospholipoide. 


: a 

3 1. Glutaminsaure, 
2, Lysin, 
3. Arginin, 


4. nicht identifiziert. 











Der andere Teil des Hydrolysats wurde auf \Whatman-Filtrierpapier Nr. | 
zuerst 96 Stdn. mit Butanol und 24 Stdn. mit Phenol entwickelt, danach an der 
Luft getrocknet und mit einer Lésung von 0,1°,, Ninhydrin in Chloroform be- 
spriiht. Nach 5 Min. langem Erwarmen auf 90° konnten 4 Flecke beobachtet 
werden. Der am starksten ausgepragte Fleck entspricht der unbekannten Substanz, 
die aus den Phospholipoiden von S. ballerup isoliert wurde!, da ihre Rr-Werte 
(0,80 in Phenol-Ammoniak und 0,13 in Butanol-Essigsaiure) véllig tibereinstimmen. 
Die anderen Flecke sind der Glutaminsiure (1), dem Lysin (2) und dem 
Arginin (3) zuzuordnen (Abb. 1). 

Hydrolyse von II, 74mg Sbst. wurden, wie vorher beschrieben, mit 
methanolischer Kalilauge verseift. Man erhielt durch Ausschiitteln mit Ather 
2.5°,, Unverseifbares als wachsartige kristallisierte Substanz. Frakt. II enthielt 





6 Scherer, Liebigs Ann. Chem. 81, 375 [1852]. 
7 W.N.M. Ramsay u. C. P. Stewart, Biochem. J. 35, 39 [1941]. 
8 E. Chargaff, C. Levine u. Ch. Green, J. biol. Chemistry 175, 67 [1948]. 
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65,1°,, Fettsiuren, die nach der Bleisalztrennung 36,5’, feste und 55,2", fliissige 
Fettséuren lieferten. Die festen Fettsiuren besaBen eine Neutralisationszahl 
207,2 und Aquiv.-Gew. 270. Die Jodzahl der fliissigen Fettséuren war 66,3. 


Bei der Untersuchung der neutralisierten wasserigen Lésung konnte ebenfalls 
Glycerin nachgewiesen werden; Inosit fehlte. Die Untersuchung auf stickstoff- 
haltige Substanzen wurde ausgefiihrt, wie bei Sbst.I beschrieben. Auch hier 
konnte man weder Cholin noch Athanolamin nachweisen. Die zweidimensionale 
Chromatographie in Phenol und Butanol zeigte das gleiche Bild wie das Hydrolysat 
der Substanz I. 


Bearbeitung der Neutrallipoide 

Nach dem Fallen der Phosphatide wurden die vereinigten Acetonlésungen 
im Vak. verdampft, wobei 1,7874 g (78,4°,) Neutrallipoide mit einer Saurezahl 
95.0 anfielen. 

Zwecks Entfernung freier gy tae Sauren schiittelte man die 
itherische Lésung der Neutrallipoide 2-mal mit je 50 ccm 5-proz. Natrium- 
bicarbonatlésung aus. Der Natriumbicarbonatextrakt wurde vorsichtig bis zur 
Kongorotblauung angesiuert und mit Ather ausgeschiittelt. Nach dem Ab- 
dampfen des Athers und Trocknen im Vak. verblieben 8,7 mg einer stechend 
riechenden Saure mit einer Neutralisationszahl 335,3 und Aquiv. -Gew. 164. Der 
gréBte Teil lieB sich jedoch nicht mit Ather ausschiitteln. Durch Extraktion mit 
Natriumbicarbonat wurden den Neutrallipoiden insgesamt 90,3 mg Sbst. entzogen. 

Verseifung und Untersuchung des Unverseifbaren. 1,44 g Neutral- 
lipoide wurden wie in der IJ. Mitt.! verseift. Man erhielt dabei 106,9 mg (7,04%,) 
Unverseifbares als wachsige Masse. 97,8 mg davon in 20 ccm Petrolather gelést. 
chromatographierte man iiber eine kleine Saule, bestehend aus 15 g Aluminium- 
oxyd (,,Riedel de Haen‘‘), und eluierte mit Petrolither, Benzol, Ather, Methanol 
sowie mit Kombinationen dieser Lésungsmittel. Die Lésungsmittel wurden vor 
der Anwendung nochmals in einer Schliff-Apparatur destilliert. Das Ergebnis 
zeigt folgende Tabelle. 








Nr. Lésungsmittel oy Beschaffenheit 
] 25 ccm Petrolather. ..... ot farblos, 6lig 
4 25 cem Petrolather. . . Ae BS farblos, wachsartig 
2 25 cem Petrokither-Benzol (10:1) 1,9 farblos, wachsartig 
4 25 cem Petrolather-Benzol (10:1) 0,9 gelblich, kristallisiert 
5 10 cem Petrolather-Benzol (10:1) 1,0 kristallisiert 
6 10 ccm Petrolather-Benzol (5:1) 2,0 kristallisiert 
7 20 cem Petrolather-Benzol (5:1) 0,6 kristallisiert 
8 20 cem Petrolaither-Benzol (5:1) 0,2 kristallisiert 
9 | 25 cem Petrolather-Benzol (5:1) + 
10 | 25cem Benzol. Ree eee 7,1 gelblich, dlig 
ll 25 cem Benzol. 7,4 farblos, wachsartig 
12 25 cem Benzol . 7,0 gelblich, lig 
13 25 cem Benzol. 3,1 farblos, kristallisiert 
14 | 25cem Benzol. 1,9 amorph 
15 | 25cem Benzol. . . eas 2,0 gelblich, wachsartig 
16 | 25 cem Benzol-Ather ( 1: 1) : 8,2 gelb, dlig, teilweise 
: kristallisiert 
17 | 25ccm Ather . 0,2 gelb, amorph 
18 | 25 ccm Methanol 5,3 gelb, dlig 














Bei Frakt. 1 handelt es sich um eine stark ungesattigte Substanz mit der 
Jodzahl 112. Frakt.5 sublimierte bei 85—90°; das Sublimat schmolz bei 110° 
(Kofler-Block). Frakt. 7 schmolz bei 243° (Kofler-Block) und gab, mit Friedelin 
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(C39H590) vermischt, keine Schmelzpunktdepression. Frakt. 13 kristallisierte in 
Rosetten und schmolz bei 58°. Die éligen und amorphen Fraktionen wurden nicht 
untersucht. 

Die Fettsauren der Neutrallipoide. Die Isolierung der Fettsaéuren er- 
folgte, wie bei den Phospholipoiden beschrieben. Die Neutrallipoide lieferten 
1,063 g (73°) Fettsaiuren. 

Die atherische Lésung der Fettsiuren wurde 2-mal mit 50 ccm 0,5-proz. 
Natriumbicarbonatlésung ausgeschiittelt. In dieser Lésung versuchte man die 
Anwesenheit von Phthiokol nach Crowder, Stodola, Pangborn und Ander- 
son® nachzuweisen, jedoch ohne Erfolg. Ebenso konnte man keine Anissiure 
nachweisen. 

Die Trennung iiber die Bleisalze ergab 39,2°,, feste und 58,3°% fliissige Fett- 
siuren. Die festen Saiuren bestanden gréBtenteils aus Palmitinsaure. 

54,5 mg Sbst.: 4,40 cem n/20-KOH. 

CyH32,0,. Ber. Aquiv.-Gew. 256,3, Neutr.-Zahl 218,92. 

Gef. Aquiv.-Gew. 247,7, Neutr.-Zahl 226,6. 

Die rohe Bleiverbindung schmolz bei 99—100°. Nach dem Umkristallisieren 
aus Alkohol schmolz sie bei 112°. : 

p-Brom-phenacylester’. 300mg Sbst. wurden mit 60mg Natrium- 
carbonat in einer Mischung von 1,5 ccm Wasser und 3ccm Alkohol unter Er- 
warmen gelést, 300mg p-Bromphenacylbromid hinzugefiigt und 1 Stde. auf 
siedendem Wasserbad erwirmt. Der ausgeschiedene Ester wurde nach dem Aus- 
kiihlen abfiltriert und fiinfmal aus Alkohol umkristallisiert. Schmp. 86°, ohne 
Depression mit p-Brom-phenacylester aus reinster Palmitinsiure (Schmp. 87°). 

Die fliissigen- Fettsiuren besaBen eine Jodzahl 78,4. 436 mg dieser Saéuren 
nahmen in 10 cem Alkohol wahrend 45 Min. in Gegenwart von Palladium 44 ccm 
Wasserstoff auf. Das hydrierte Produkt wurde mit methanolischer Kalilauge 
verseift, mit verd. Schwefelsiure abgeschieden, ausgeaithert und der Ather- 
Riickstand im Vak. getrocknet. 

44,1 mg Sbst.: 2,92 cem »/20-KOH. 

CygH3,0,. Ber. Aquiv.-Gew. 284,7, Neutr.-Zahl 197,33. 

Gef. Aquiv.-Gew. 281,5, Neutr.-Zahl 184.8. 
p-Brom-phenacylester. Aus 400 mg Saure und 350 mg p-Brom-phenacy]- 
bromid wie oben. Schmp. 85°; mit py-Brom-phenacylester aus reinster Stearin- 
siure (Schmp. 91°) vermengt, schmolz die Substanz bei 86°, mit dem Ester aus 
Palmitinsiure (Schmp. 87°) bei 82°. Das Produkt bestand demnach nicht aus 
vollig reiner Stearinséure. 

Nachweis von Glycerin. In der wasserigen Lésung nach der Abscheidung 
der Fettsiuren wurde das Glycerin durch Oxydation mit Perjodsiure, wie bei den 
Phospholipoiden beschrieben, nachgewiesen. Die Zuckerprobe nach Molisch 
war negativ. 


Herrn Mr. ph. Briski danke ich herzlichst fiir die Ausfiihrung der Ver- 
teilungschromatogramme. 


Zusammenfassung 


Die Lipoide von Salmonella paratyphi C bestehen aus 21,6% Phos- 
phatiden und 78,4% Neutrallipoiden. Die Phosphatide kénnen durch 
Behandeln mit Methanol in zwei Fraktionen aufgeteilt werden. Als 
Stickstofftrager enthalten sie kein Cholin und auch kein Athanolamin, 


® J.A.Crowder, F.H.Stodola, M.C. Pangborn u. R. J. Anderson, 
J. Amer. chem. Soc. 58, 636 [1936]. 
10 N. L. Drake u. J. Bronitsky, J. Amer. chem. Soc. 52, 3715 [1930]. 
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sondern eine Anzahl Aminosiuren und eine mit Ninhydrin reagierende, 
nicht identifizierte Substanz. Inosit und Kohlenhydrate fehlen. Die 
festen und fliissigen Fettsiuren der Phosphatide sind ein Gemisch. Die 
acetonléslichen Lipoide enthalten 7°, Unverseifbares und 73° Fett- 
siuren. Die gesiattigten Fettsiuren bestehen aus Palmitinsaure, 
wahrend die ungesattigten hauptsichlich Olsiure enthalten. Das Neu- 
tralfett besteht gréBtenteils aus Glyceriden. 


Zur Frage der Aktivierbarkeit von Pepsin und Kathepsin 
durch Kaliumcyanid und Schwefelwasserstoff* 
Von 
Z. Ramer 
(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Oktober 1953) 


Die beiden Fermentgruppen peptischer und katheptischer Wirkung 
werden durch verschiedene Kriterien voneinander unterschieden. 

Die katheptischen Fermente lassen sich, wie schon lange bekannt 
ist, durch das Cyan-Ion oder durch Verbindungen mit freier Sulfhydryl- 
gruppe aktivieren. Wiss! gelang es nachzuweisen, da8 unter bestimmten 
Bedingungen auch reines Pepsin durch Blausiéure aktiviert werden kann. 

Nach dem Ort ihrer Wirksamkeit bezeichnet man die peptischen 
Fermente als Ektofermente, die katheptischen als Endofermente. Die 
ersteren werden sezerniert, letztere wirken in der Zelle selbst. In grund- 
legenden Untersuchungen haben Freudenberg und Buchs? nach- 
gewiesen, da beim Menschen und auch bei vielen Tierarten Kathepsin 
im Magen zur Wirkung gelangt. 

Somit kann weder die Verschiedenheit des Ortes, der Wirksamkeit, 
noch das Verhalten gegeniiber Blausiure als sicheres Kriterium zur 
Differenzierung dieser beiden Enzymgruppen herangezogen werden. Das 
gleiche gilt bis zu einem gewissen Grade auch fiir die Lage des py-Op- 
timums. Springer? hat gezeigt, daB das py-Optimum des Kathepsins 
deutlich vom Substrat abhangig ist. 

Merten und Ratzner* sowie Buchs® haben die Ergebnisse von 
Wiss! insofern angezweifelt, als sie vermuten, daB die Aktivierung des 
Pepsins auf Verunreinigungen mit Kathepsin zuriickzufiihren ist. In den 
folgenden Untersuchungen wurden die Aktivierbarkeit von Pepsin und 
Kathepsin in anderer Versuchsanordnung gepriift. Neben Blausiure 
wurde auch Schwefelwasserstoff als Aktivator herangezogen. 








* Die Arbeit wurde 1948/49 im Physiolog.-chem. Institut der Universitit 
Basel eingefiihrt. 

' O. Wiss, Helv. chim. Acta 29, 237 [1945]. 

2 E. Freudenberg u. 8S. Buchs, Schweiz. med. Wschr. 70, 249 [1940]; 
S. Buchs, diese Z., im Druck. 

3G. F. Springer, Biochem. Z. 321, 107 [1950]. 

4 R. Merten u. H. Ratzner, Klin. Wschr. 27, 587 [1949]. 

5 §. Buchs, Die Biologie des Magenkathepsins, Karger, Basel, New York 1947. 
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Die Aktivierbarkeit kauflicher Pepsinpraparate wurde tiber einen 
Py-Bereich von 0,51—5,51 geprift. Die Bestimmung einer zuverlassigen 
pu-Abhangigkeit stoBt auf einige Schwierigkeiten. Der py-Wert des 
Ansatzes wird durch die Pufferwirkung des Substrates (EiweiB) beein- 
fluBt. Die Ausschaltung dieses Effekts durch Salzpufferung ist deshal) 
nicht ratsam, weil tiber einen py-Bereich von 0,5—5 die Ionenzusammen- 
setzung sich stark aéndern miBte. Verschiedene Ionen beeinflussen die 
proteolytische Wirkung in sehr verschiedenem Mafe*. Es wurde deshal) 
fiir den gesamten py-Bereich nur Salzsiure verwendet und der py-Wert 
nach Substratzusatz im einzelnen Ansatz mit der Glaselektrode bestimmt. 
Das Substrat wurde in groBem Uberschu8 zugegeben und die Versuchs- 
dauer kurz gewahlt. Als MaB der Enzymwirksamkeit diente der Histidin- 
gehalt bzw. Tyrosingehalt der nicht mehr durch Trichloressigséure fall- 
baren Spaltprodukte. Diese Versuchsanordnung gestattete, waihrend der 
Versuchsdauer eine praktisch konstante Substratkonzentration und so- 
mit eine gleichbleibende Reaktionsgeschwindigkeit zu halten. 


Die neuen Ergebnisse stimmen mit den friitheren! vollstandig iiberein. 
Der Verlauf der Aktivierungskurve in Abhangigkeit vom py zeigt, dab 
die Pepsinaktivierung nicht auf Verunreinigung mit Kathepsin zuriick- 
zufiihren ist. Gegen eine solche Auffassung spricht auch die Tatsache, dai 
die Pepsinaktivierung von der Enzymkonzentration abhangig ist. Bei 
Verwendung von hohen Enzymkonzentrationen hemmt Blausaure die 
Pepsinaktivitét. Beim Kathepsin lieB sich ein solcher Effekt nicht nach- 
weisen. 


Beschreibung der Versuche 


Bereitung der Enzymansiatze 


Es wurden 12 verschiedene Salzsiurelésungen mit steigenden py-Werten her- 
gestellt. Je 8,5 cem dieser Lésungen wurden mit je 1 ccm einer 10-proz. Eier- 
albuminlésung versetzt und anschlieBend der py-Wert bestimmt. Alle Versuche 
wurden mit den gleichen Lésungen durchgefiihrt. Tab. 1 zeigt die Beeinflussung 
des py-Wertes durch die EiweiBpufferung. 


Tab. 1. 


Pu — 0,51 0,83 1,12 1,28 1.40 1,69 2,08 2,33 2,62 3,01 3,35 3,66 
dsung 


Pur nach Zusatz 9 59 0,85 1,18 1,30 1,48 1,78 2,26 2,76 3,7 4,68 5,12 5,51 
von Eieralbumin 

Nach Zusatz des Enzyms wurden die Ansitze 7 Min. lang bei 38°C gehalten. 
Durch Zugabe von 2 ccm 30-proz. Trichloressigsiure wird das ungespaltene Eiweil 
gefallt. 


Bestimmung des Histidin- und Tyrosingehaltes im Filtrat 


Freies und intraproteingebundenes Histidin und Tyrosin lassen sich mit Diazo- 
niumsalzen zum Azofarbstoff kuppeln. Die Bestimmung des Histidin- und Tyrosin- 
gehaltes in den durch die Pepsinwirkung und durch Trichloressigsiure nicht mehr 
fallbaren Spaltprodukten, ist somit zur Ermittlung der Enzymaktivitat geeignet. 
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Die von Edlbacher und Mitarbb.* angegebene Modifikation der Histidinbestim- 
mung wurde angewendet. Das Diazoreagens bestand aus einer frisch bereiteten 
Mischung von 2 TIn. Diazolésung I und 1 TI. Diazolésung IT (Diazolésung I = 0,5 ¢ 
Monochloranilin und 5 ccm konz. HCl auf 200 ccm Wasser aufgefiillt; Diazo- 
losung II = 0,5-proz. wiBrige Natriumnitritlésung). 

2 cem des Filtrates wurden mit 0,5 cem Diazoreagens und 5 cem gesitt. Soda- 
lésung versetzt. Die Reaktion wurde unter Kiihlung bei einer Temperatur von 4—5° 
durchgefiihrt. Da der entstehende Farbstoff unbestandig ist, muB die Messung un- 
mittelbar nach der Durchfiihrung der Reaktion erfolgen. Edlbacher und Mitarbb.® 
extrahierten den Farbstoff bei der Bestimmung von freiem Histidin mit Butyl- 


alkohol und verhinderten damit eine Zersetzung. Die noch relativ hochmolekularen 


EiweiBspaltprodukte lassen sich durch Butylalkohol nicht extrahieren. 

Die Messung der Farbintensitat erfolgte mit dem Pulfrich-Photometer mit dem 
Filter S 45, die Auswertung mit Hilfe einer Eichkurve, die mit reinem Histidin ge- © 
wonnen worden war. 

Zum Vergleich wurde in einzelnen Versuchen das freigesetzte Tyrosin nach 
Folin und Ciocalteu’ bestimmt. Die Methode gab iibereinstimmende Werte. Sie 
erwies sich jedoch wegen geringerer Empfindlichkeit als weniger geeignet. 


Pepsinpraparate 


Es wurden Pepsin der Firma Siegfried in Zofingen und Pepsin Parke Davis 
(1 : 10 000) untersucht. 


Ergebnisse 
1. Abhingigkeit der Wirksamkeit vom pg 
und der Enzymkonzentration 

Tab. 2 zeigt, daB bei Pepsin (Siegfried) bei allen verwendeten Enzym- 
konzentrationen das pq-Optimum bei 1,3 liegt. Im Kathepsinbereich ist 
kein Optimum vorhanden; es lieB sich somit im Gegensatz zu Angaben 
von Buchs® nie eine zweigipflige py-Kurve feststellen. Die flach ab- 
fallende Aktivitét gegen den alkalischen Bereich deutet darauf hin, dais 
Pepsin (Siegfried) auch Kathepsin enthalt. 


Tab. 2. Abhangigkeit der Pepsin-Wirksamkeit von py und Enzymkonzentration. 








Pepsin (Siegfried) pro Ansatz: 

) 

sles 10 mg | 5 mg | 2,5 mg | 2 mg 1 mg 0,5 mg 
0,52 10* | 9 g* 6* 2 o* 
0,85 14 16 14 13 4 1,5 
1,18 36 29 22 18 6,5 3,5 
1,30 42 29,5 23,5 18,5 7 4 
1,48 41 28 23 18 6 3,5 
2,28 17 14 13 9,5 3 ] 
2,76 14 ll 9,5 7 2 0,5 
3,70 13 9,5 8,5 7,5 2 0 
4,68 12 9,5 8,5 8 2 0 
5,12 ll 9 8.5 7,5 2 0 
5,52 ll 8,5 8,5 7 2 0 























* y» Histidin pro ccm Filtrat. 


- 6 §, Edlbacher, H. Baur, H. R. Stachelin u. A. Zeller, diese Z. 270, 


158 [1941]. 
7 O. Folin u. V. Ciocalteu, J. biol. Chemistry 73, 627 [1927]. 
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Beim Pepsin (Parke Davis) liegt das p,-Optimum im gleichen py- 
Bereich. Die Aktivitat ist entsprechend dem gréBern Reinheitsgrac 
hoher. In kleinen Konzentrationen ist im Bereich von py 4—4,5 ein 
zweites Optimum leicht angedeutet. 


Tab. 3. Wie Tab. 2, unter Verwendung von Pepsin (Parke Davis) 1:10000. 









Pepsin pro Ansatz 



















PH 0,5 mg | 0,25 mg 0,125 mg 
0,52 5,5* 3* 0,5* 
0,85 14 6,5 2 
1,18 21 9 4 
1,30 22 9 5 
1,48 21 8 4,5 
1,78 16,5 6,5 3,5 
2,28 10 4 1,5 
2,76 9,5 4 0,5 
3,70 8 5 1,5 
4,68 8 5 2,5 
5,12 8 4 2 
5,52 8 3 1 








* y Hystidin pro ecm Filtrat. 








2. Aktivierung durch Cyan-Ion 


In seiner friiheren Arbeit hat Wiss! darauf hingewiesen, daB die 
Aktivierung des Pepsins insofern von dem Enzym abhangig ist, als sic 
sich nur bei kleineren Enzymmengen nachweisen lait. Bei groBen Enzym - 
konzentrationen lieB sich sogar eine Hemmung beobachten. Dieser Befund 
lieB sich bestatigen. Der Kathepsinanteil erfaihrt durch Blausaure bei 
allen Konzentrationen eine starke Aktivierung. Bei hohen Konzentra- 
tionen kommt es somit zu einer Verschiebung des py-Optimums gegen 
die alkalische Seite (Abb. 1); bei kleinen Konzentrationen entsteht eine 
ausgepragt 2-gipflige py-Optimumskurve (Abb. 2 und 3). 


Tab. 4. Wie Tab. 2, jedoch unter dem Einflu8 von Kaliumcyanid. 
























* y Hystidin pro ccm Filtrat. 

















2 mg Pepsin 1 mg Pepsin 0,5 mg Pepsin 
2 
Pu m/200-KCN m/200-KCN | m/200-KCN 
0,52 6 1,5* 2 8* 0* 8* 
0,85 13 3,5 4 9 2 9,5 
1,18 18 5 6,5 10 3,5 10,5 
1,30 18,5 6 7 10 4 11 
1,48 18 7 6 10 3,5 ll 
1,78 15 13,5 5 9 2,5 10 
2,28 9,5 10 3 8,5 1 9,5 
2,76 7 10,5 2 9 0,5 10 
3,70 7,5 12,5 y 11,5 0 1] 
4,68 8 14 2 12 0 10.5 
5,12 7,5 13 2 11,5 0 10 
5,52 7 12 2 10 0 9 
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Abb. 1—6. pg-Abhangigkeit der Aktivitét von Pepsin (gemessen in y Histidin/ecm 
Filtrat) und deren Beeinflussung durch Aktivatoren. 





Pepsin 


Praparat | 


mg/Ansatz 


Ausgezogene 
Kurve 


Gestrichelte 
Kurve 





Parke Davis 

Parke Davis 

Parke Davis 
Siegfried 
Siegfried 
Siegfried 





0,5 
0,25 
0,125 





ohne KCN 
ohne KCN 
ohne 
ohne 
ohne 
ohne 





mit m/200-KCN 
mit m/200-KCN 
mit m/200-KCN 
mit H,S 
mit H,S 
mit H,S 








78 Aktivierbarkeit von Pepsin und Kathepsin Bd. 296 (1954) 


Pepsin Parke Davis (Abb. 1—3) und Pepsin Siegfried (Tab. 4) 
zeigen im Prinzip das gleiche Verhalten. 


3. Aktivierung durch Schwefelwasserstoff 

Die Versuchsansitze wurden zu diesem Zwecke wahrend der ganze 
Versuchsdauer mit einem schwachen Schwefelwasserstoffstrom durch- 
perlt. Abb. 4—6 und Tab. 5 zeigen, daB Schwefelwasserstoff die Pepsin- 
und Kathepsinwirkung der untersuchten Pepsinpraiparate im Prinzip 
gleich beeinfluBt wie Blausiure, mit dem Unterschied, daB die hemmende 
Wirkung auf die Pepsinaktivitét bei hohen Enzymkonzentrationen 
schwach ausgepriagt ist (Abb. 4—6). , 


Tab. 5. Wie Tab. 3, jedoch unter dem Einflu8 von Schwefelwasserstoff. 











0,5 mg Pepsin 0,25 mg Pepsin 0,125 mg Pepsin 
J 
Pu H,S | HS H,S 
0,52 5* 5* 3* 12* 0,5* 12 
0,85 14 12 6 22 2 16 
138 21 20 9 24 4 Is 
1,30 22 21 9 25 5 Is 
1,48 21 24 8 25 4,5 19 
1,78 16 24 6,5 24 3,5 1s 
2,28 10 22 + 23 1,5 16 
2,76 10 22 4 23 0,5 Is 
3,70 8 27 4,5 27 1,5 23 
4,65 8 33 5 30 2,5 1Y 
12 8 32 4 30 2 23 
3,52 8 32 3 27 l 22 


























* y Histidin pro cem Filtrat. 


Herrn Dozent O. Wiss danke ich fiir Rat und Unterstiitzung bei der Durch- 
fiihrung der Arbeit. 


Zusammenfassung 

1. Kaéufliche Pepsinpraparate (Pepsin Siegfried, Pepsin Parke Davis, 
1 : 10000) enthalten erhebliche Mengen Kathepsin, das sich jedoch nur 
nach Zusatz von Aktivatoren, z. B. Kaliumcyanid oder Schwefelwasser- 
stoff nachweisen laBt. . 

2. Blausiure und Schwefelwasserstoff aktivieren, wenn das Enzym 
in geringer Konzentration vorliegt, nicht nur das Kathepsin, sondern 
auch den Pepsinanteil. 

3. Der Verlauf der aktivierten Kurve iiber einen gréBern py-Bereich 
zeigt eindeutig, daB die Aktivierung des Pepsinanteils nicht auf Ver- 
unreinigung mit Kathepsin zuriickgefiihrt werden kann. 


4. In groBen Enzymkonzentrationen hemmt Kaliumeyanid den 
Pepsinanteil, wahrend der Kathepsinanteil aktiviert wird. Die Hemmung 
durch Schwefelwasserstoff ist wenig ausgeprigt. 
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Zur praparativen Elektrophorese mit der Elphor-V-Apparatur 


Von 


E. Pfeil und W. Kanngiefer 
Aus der Biologischen Bundesanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft, Institut fiir angewandte Chemie, 
Hann.-Miinden 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. November 1953) 


Nach der fiir die Elphor-V-Apparatur nach GraBman und Hannig! ge- 
gebenen Gebrauchsanweisung wird fiir die Elektrophorese ein entsprechend vor- 
bereitetes Trennpapier eingespannt, das an beiden Seiten mit einem von dem 
Papier eingehiillten Wattewulst versehen ist. Durch die beiden Wattewulste 
resultiert eine h6here Stromungsgeschwindigkeit an den Elektroden, durch die ein 
schnelles Abfiihren der an den Elektroden gebildeten Elektrolyseprodukte und 
dadurch konstante py-Verhaltnisse im mittleren Trenngebiet erreicht werden 
sollen. Nach unseren Erfahrungen reicht diese Anordnung der Wattepolster nicht 
aus, um die Elektrolyseprodukte stérungsfrei abzufiihren. Wir haben bei der ge- 
nannten Anordnung meist schon nach kurzer Zeit am Rande der Papierbiégen 
starke py-Verschiebungen nach der sauren oder alkalischen Seite beobachtet, die 
sich dann bis weit in das Analysenfeld hinein stérend auf das Elektropherogramm 
auswirkten. Um diese Fehlerméglichkeiten zu beheben, haben wir zunachst an 
Stelle des Papiers diinne Pappen (Schleicher & Schiill Nr. 5703) verwendet, die 
infolge ihrer héheren FlieBgeschwindigkeit einen wesentlich staérkeren Durchsatz 
der zu analysierenden Lésung gestatten. Auch so waren die Stérungen nicht ganz 
auszuschlieBen, weil die Elektrolyseprodukte, die auf der Papierhiille der Watte 
entstehen, von dort immer noch auf direktem Wege in das Analysenfeld gelangen 
kénnen. Wir haben deshalb den Kontakt mit den Elektrodendraihten so verindert, 
da8 die Elektroden unmittelbar der Watte anliegen, die mit einigen Stichen auf 
der Pappe festgenaht ist. Um die trotzdem noch auf die Pappe gelangenden geringen 
Mengen von Elektrolyseprodukten vom Analysenfeld fernzuhalten, wird der Bogen 
um einen seitlich aufgebogenen Zelluloidstreifen gefiihrt (Abb. 1). 
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Abb. 1. Querschnitt durch die Anordnung. Abb. 2. EiweiBpraparat V 49 aus Kar- 
lu. 2 = Elektroden, 3 u. 4 = Watte- toffelknollen in 3-proz. Losung zuge- 
schichten, 5 u. 6 = Zelluloidstreifen, fiihrt. Laufzeit 2 Stdn. bei 300 Volt. 
7 = Elektrophoresepappe. Michaelis-Puffer 1:4, py 8,6. Anfir- 

bung mit Ninhydrin, 

Unter diesen Bedingungen entwickelte sich das Elektropherogramm stérungs- 
frei bis an den Rand des Bogens, wie es schematisch Abb. 2 fiir ein EiweiB- 
praparat aus Kartoffelknollen (Sorte ,,Ackersegen‘‘) bei Anfarbung mit Ninhydrin 
zeigt. Bei Papierelektrophorese dieses Praparates im H-Gerat und Anfarbung mit 




















' Amidoschwarz erschienen nur 3 anodisch wandernde Zonen. Bei der Antweiler- 


Elektrophorese wurden nur zwei Gradienten beobachtet. 

Die kathodisch wandernden Stoffe wurden also auch bei der Antweiler- 
Elektrophorese nicht sichtbar. Ihre Natur wurde noch nicht sicher ermittelt; 
wahrscheinlich handelt es sich um Peptide. 


1 W. Grassman u. K. Hannig, diese Z. 292, 32 [1953]. 
> W. KanngieBer, Phytopathol. Z. 18, 447 [1952]. 
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Die quantitative Verteilung des Plasmalogens im Gehirn 
Von 
A. u. U. Stammler und H. Debuch 


Aus der Nervenklinik der Universitit Kéln (Direktor: Prof. W. Scheid) und dem Physiologisch- 
chemischen Institut der Universitat Kéln (Direktor: Prof. E, Klenk) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. November 1953) 


C. und O. Vogt! fiihrten bereits im Jahre 1922 bei der Entwicklung 
ihres Begriffes der Pathoklise aus, daB bei der ProzeBlokalisation einer 
Krankheit im Nervensystem der physikochemischen Differenz der topi- 
stischen Einheiten eine bevorzugte Bedeutung zukommt. Aus ihren Aus- 
fiihrungen und den daran ankniipfenden Arbeiten wird deutlich, daB wir 
iiber diese Bedingungen — insbesondere iiber die ,,Chemoarchitektonik “ 
des Nervensystems — noch recht unzureichend unterrichtet sind. Nur 
fiir einzelne chemische Substanzen, wie z. B. fiir das’ Eisen? u.a., konnte 
bereits eine charakteristische Verteilung im Gehirn nachgewiesen und 
ihre vermutliche Bedeutung fiir die Lokalisation mancher krankhafter 
Veriinderungen wahrscheinlich gemacht werden. Uber den neusten Stand 
der Forschungsergebnisse der Lipoidverteilung im Nervensystem be- 
richtete zusammenfassend Brante® und erginzte sie durch wertvolle 
eigene Untersuchungen. Eine weitere Aufklirung der Verteilung che- 
mischer Substanzen im Nervensystem — die nur in miihsamer Klein- 
arbeit zu erreichen ist — laBt eine weitergehende Beantwortung der von 
C. und O. Vogt aufgeworfenen Fragen erwarten. 

In der vorliegenden Arbeit stellten wir uns die Aufgabe, die quan- 
titative Verteilung der Acetalphosphatide im Gehirn zu unter- 
suchen. 

Bei den Acetalphosphatiden soll es sich nach Feulgen* und seinen Mitar- 
beitern sowie nach Thannhauser® um Monoamino-phosphatide handeln, bei denen 
zum Unterschied vom Kephalin und Lecithin anstatt der Fettsiuren deren Aldehyde 
acetalartig mit den OH-Gruppen des Glycerins verbunden sind. Neuere Unter- 
suchungen von Klenk und Debuch® ergaben, da an dem sogenannten Acetal- 
phosphatid-Molekiil nach der Reduktion sowohl ein Alkohol atherartig als auch 
eine Fettsiure esterartig am Colaminester der Glycerinphosphorséure gebunden 
sind. Neben Palmitin- und Stearinaldehyd wurden von Leupold? im Gehirn noch 
_111-Oktadecenal und in geringerer Menge .1°-Oktadecenal nachgewiesen. 

Voruntersuchungen an histologischen Schnitten® hatten bestatigt,daB 
das Gehirn eines der an Acetalphosphatiden reichsten Organe des Korpers 
ist. Dabei schienen die Markscheiden besonders reich an dieser Substanz 


1C,u. O. Vogt, J. Psychol. Neurol. 28, 1 [1922]. 

2 H. Spatz, Zbl. Neurologie 25, 102 [1921]. 

3 G. Brante, Acta physiol. scand. 18, Suppl. 63 [1949]. 

4 R. Feulgen u. Th. Bersin, diese Z. 260, 217 [1939]. 

5 §. J. Thannhauser, N. Boncoddo u. G. Schmidt, J. biol. Chemistry 
188, 417 [1951]. 

6 E. Klenk u. H. Debuch, im Druck. 

7 F. Leupold, diese Z. 285, 182 [1950]. 

8 A. Stammler, Dtsch. Z. Nervenheilkunde 168, 305 [1952]. 
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Verteilung des Plasmalogens im Gehirn 





zi sein, waihrend zum Beispiel die Achsenzylinder deutlich weniger ent- 
hielten. Die Ganglienzellen waren recht arm an diesem Lipoid, waihrend 
die Gliafasern ebenso wie die kollagenen Bindegewebsfasern kein Acetal- 
phosphatid enthielten. Da man im Rahmen der histologischen Unter- 
suchungsmethode beim Vergleich der einzelnen Strukturen auf Schat- 
zungen angewiesen ist, war eine quantitative Untersuchung der isolier- 
baren Mark- und Kerngebiete wiinschenswert. 


Untersuchungsmaterial und Methodik 


Zur Untersuchung kam Sektionsmaterial von Patienten, bei denen das Nerven- 
system nicht von einer Krankheit betroffen war. Neben Erwachsenengehirnen aus 
allen Lebensaltern wurden auch eine Reihe fétaler Gehirne untersucht. Die Ent- 
nahme und Verarbeitung des Gewebes erfolgte 12—24 Stdn. post mortem. Die 
richtige Isolierung des zur Untersuchung gelangenden Gewebsstiickes wurde hau- 
figer histologisch kontrolliert. 

Bei der Auswahl einer Extraktionstechnik wurde darauf geachtet, ein Lésungse 
mittelgemisch zu wahlen, das sowohl das im Gewebe enthaltene Wasser als auch die 
Acetalphosphatide zu extrahieren imstande ist. Aus diesem Extrakt, der auch ge- 
wisse Mengen von EiweiB enthalt, wurden die Lipoide gelést und in dieser Lésung 
der Gehalt an Acetalphosphatiden durch die Feulgensche Plasmalbestimmung® 
ermittelt. Das Material wurde méglichst schnell verarbeitet, d. h. praktisch sofort 
anschlieBend an die Sektion, um einmal die Autolyse weitgehend ausschlieBen zu 
kénnen und zum anderen eine Oxydation der empfindlichen Lipoide zu vermeiden. 
Deshalb wurde auch nach Méglichkeit unter Stickstoff gearbeitet. 

Das frische Hirngewebe wurde fein zerrieben und etwa 0,2 g feucht folgender- 
maBen extrahiert: pro Gramm Frischgewicht wurden 200 ccm eines Gemisches von 
Alkohol (trocken): Ather (peroxydfrei) = 3:1 als Extraktionsmittel verwandt. 
Der Kolben (1) mit dem Gewebe und der angegebenen Menge Lésungsmittel wurde 
am RiickfluBkihler im Wasserbad so stark erhitzt, bis die Fliissigkeit siedete und 
weitere 3 Stdn, im Sieden gehalten. Nach dem Abkiihlen wurde das Lésungsmittel 
vom Kolben 1 in einen Schliffkolben (2) durch ein méglichst kleines Filter filtriert, 
und zwar so, da8 méglichst wenig Extraktionsgut auf das Filter kam. Der trockene 
Riickstand wurde sofort mit 5 cem Chloroform versetzt und nach 1-stdg. Stehen 
durch das gleiche Filter auf die gleiche Weise in einen 25-ccm-MeBkolben filtriert. 
Aus dem Kolben 2 dampfte man das Lésungsmittel im Vak. unter Stickstoff véllig 
ab. versetzte den Riickstand noch einmal mit 5 cem Alkohol, der unter den gleichen 
Bedingungen abdestilliert wurde. Dann wurden auch in diesem Kolben die Lipoide 
in etwa 3 cem Chloroform gelést und iiber das gleiche Filter in den MeBkolben fil- 
triert. Man spiilt in der Reihenfolge Kolben 1, Kolben 2, Filter noch dreimal mit je 
2 ccm Chloroform. 

Der Riickstand in Kolben 1 wurde nun mit der Halfte des oben angegebenen 
Losungsmittelgemisches in der oben angegebenen Weise ein zweites Mal extrahiert 
und schlieBlich die evtl. noch vorhandenen Lipoide in Chloroform gelést und drei- 
mal mit je 2 cem iibergespiilt. Der MeBkolben wurde bis zur Marke aufgefiillt und 
eine bestimmte Menge davon in ein Reagensglas abpipettiert, aus dem man das 
Chloroform im warmen Wasserbad im Stickstoffstrom abdampfte. 

Inzwischen wurde eine andere Probe desselben Hirngewebes (etwa 0,1—0,2 g) 
im Vakuumtrockenschrank bei 55° 18 Stdn. getrocknet. Nach dem Abkiihlen des 
Schliffglaschens im Calciumchlorid-Exsiccator wurde das Trockengewicht und 
damit der Wassergehalt der Substanz bestimmt. Daraus lieB sich ohne weiteres das 
Trockengewicht der feucht extrahierten Gehirnmenge berechnen und also auch 
diejenige, die der zur Plasmalbestimmung entnommenen Chloroformmenge ent- 
sprach. 


° R. Feulgen, W. Boguth u. G. Andresen, diese Z. 287, 90 [1951]. 
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Tab. 1. Wasser- und Plasmalgehalt (ber. auf Dimethylacetale). 


A.u. U. Stammler und H. Debuch, 





Bd. 296 (1954) 




































































FE: : PP enc rg: vom tier direkt aus getrockneter Substanz 
Gehirn- o> bezogen bestimmt 
teil yy Verdiin-| Extink- °% Plas- |verdiin- Extink- % Plas 
S nung 1:! tionswerte mal = jnung 1:) tionswerte mal 
69,9 | 300 | 0,701/0,710 | 2,6/2,7 | 300 | 0,548/0,606 | 2,1/2.3 
300 | 0,584/0,592 | 2,2/2,2 | 300 | 0,595/0,621 | 2,2/2,3 
Mark. | 92-7 | 300 | 0,640/0,635 | 2,4/2,4 | 300 | 0,629/0,640 | 2,4/2,4 
pee ~ | 62,7 | 300 | 0,613/0,597 | 2,3/2,2 | 300 | 0,586/0,623 | 2,2/2,3 
ser | 66,7 | 300 | 0,674/0,654 | 2,5/2,5 | 300 | 0,701/0,699 | 2,6/2,6 
74,4 | 300 | 0,660/0,693 | 2,5/2,6 | 300 | 0,652/0,666 | 2,5/2,5 
300 | 0,637/0,635 | 2,4/2,4 
Mark- 
lager v. | 5,9 | 300 | 0,638/0,599 | 2,4/2,3 | 300 | 0,635/0,613 | 2,4/2,3 
Klein- : ; 
hirn 
87,0 | 300 | 0,324/0,313 | 1,2/1,2 | 300 | 0,326/0,336 | 1,2/1,3 
Hy 84,1 300 | 0,368/0,358 | 1,4/1,4 
ake " 85,5 | 200 | 0,402/0,422 | 1,0/1,1 | 200 | 0,517/0,524 | 1,3/1,3 
5) 85,2 200 | 0,532 1,3 
81,7 200 | 0,323 0,8 
83,8 | -200 | 0,461/0,460 | 1,1/1,1 | 200 | 0,462/0,495 | 1,1/1,2 
Rinde | 83:9 | 200 | 0,439/0,439 | 1,1/1,1 | 200 | 0,455/0,466 | 1,1/1,2 
84,5 | 200 | 0,448/0,451 | 1,1/1,1 | 200 | 0,458/0,469 | 1,1/1,2 
83,3 | 200 | 0,391/0,352 | 1,0/0,.9 | 200 | 0,357/0,350 | 0,9/0.9 
Rinde v. 
Klein- | 84,3 | 200 | 0,475/0,425 | 1,2/1,1 | 200 | 0,459/0,455 | 1,1/1.1 
hirn 
81,9 | 200 | 0,466/0,460 | 1,2/1,1 200 | 0,466/0,470 | 1,2/1,2 
79,2 | 200 | 0,408/0,387 | 1,0/0,9 | 200 | 0,484/0,511 | 1,2/1,26 
Striatum | 82,7 | 200 | 0,419/0,417 | 1,0/1,0 | 200 | 0,446/0,466 | 1,1/1,2 
88,0 | 200 | 0,504/0,461 | 1,2/1,1 | 200 | 0,454 1,1 
80,2 | 200 | 0,490/0,457 | 1,2/1,1 | 200 | 0,482/0,453 | 1,2/1,1 
82,3 | 200 | 0,690/0,695 | 1,7/1,7 | 200 | 0,680/0,627 | 1,7/1,6 
Thalamus} 77,8 | 200 | 0,648/0,654 | 1,6/1,6 | 200 | 0,631/0,590 | 1,6/1,5 
76,1 200 | 0,662 1,6 
76,4 | 300 | 0,293/0,339 | 1,1/1,3 
73,0 | 300 | 0,606/0,640 | 2,3/2.4 | 300 | 0,567/0,606 | 2,2/2.3 
Pallidum | 73,5 200 ‘| 0,979 2,4 
69,4 200 | 0,382 1,0 
73,5 300 | 0,465 1,7 
Hypo- 
physen- | 75,5 | 100 | 0,182/0,185 | 0,2/0,2 50 | 0,609/0,590 | 0,4/0.4 
vorder- | 66,9 50 | 0,455/0,438 | 0,3/0,3 50 | 0,521/0,523 | 0,3/0,3 
lappen 
Hypo- 
physen- | 71,3 50 | 0,403 0,3 
hinter- | 65,0 50 | 0,372/0,374 | 0,2/0,2 50 | 0,407 0,3 
lappen 
Hypo- | g5,1 | 50 | 0,575/0,597 | 0,4/0,4 | 50 | 0,654 0.4 
physe d i 
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Tab. 2. Wasser- und Plasmalgehalt fotaler Gehirne (Plasmal ber. auf Dimethyl- 














acetale). 
= im feucht extrahierten Gewebe ; > 
3 Z (Alkohol- Ather) ‘auf Trocken- Sait ams: quegmaster Sabstous 
= S gewicht bezogen bestimmt 
= 5 | Alter ee as 
a % Extinktions- | °; Plas- |= | Extinktions-| °,, Plas- 
a) Pg werte mal Se werte mal 
= ee 
91,3 eta 100} 0,445/0,439 | 0,6/0,5 |100; 0,672/0,696 | 0,7/0,9 
- neu-  |y nes ; 9) 1) AN? 
Mark- 90,7 geboren 200} 0,350/0,334 | 0,9/0,8 |200) 0,418/0,402 1,0/1,0 


Lager }90,2| 6 Mon. |200} 0,247/0,244 | 0,6/0,6 |200] 0,292/0,295 | 0,7/0,7 

87,7) Net 900} 0,431/0,420 | 1,1/1,0 |200] 0,523/0,524 | 1,3/1,3 
geboren ! 

93,0 | 61% Mon. 100} 0,747 0,9 

88,7 |7—-8 Mon.|200] 0,471/0,441 | 1,2/1,1 |200} 0,461/0,455 | 1,1/1,1 


‘ neu- 710) § ‘ ‘ 6 
88,3 geboren 200} 0,417/0,384 1,0/1,0 |200} 0,493/0,492 | 1,1/1,1 



































Thala- 90,0 | 6 Mon. |200| 0,248/0,260 | 0,6/0,7 [200] 0,311/0,312 | 0,8/0,8 
86,5 Poni n |200| 0,500/0,477 | 1,2/1,2 |200| 0,571/0,569 | 1,4/1,4 
92,0 | 61% Mon. 200} 0,284 0,7 

neu- i o« ¢ . 6 6 

Rinde | 898] geboren |200} 0.236/0,233 | 0,6/0,6 |200} 0,402/0,392 | 1,0/1,0 
88,0 | 61% Mon. 200} 0,357 0,87 

Gosamt- 81,7 3 Mon. 100 0,565 O7 

vehirn | 89,5 | 414 Mon. 100] 0,658 0,8 


Tab. 3. Mittelwerte des Plasmal- bzw. Plasmalogengehaltes menschlicher Gehirn- 
teile in °,, des Trockengewichtes. 

















Striatum | Rinde Hypo- Thalamus| Pallidum Mark- 

thalamus lager 

Plasmal 1,07 108 ; 1,21 | 1,62 | 1,87 | 2,39 
entspricht 9 eine eu 2 ¢ rs . 
Plasmalogen* 2,62 2,65 2,97 3,98 4,59 5,86 





* giehe unten. 


Der Riickstand der Chloroform-Lésung wurde im Reagensglas in Eisessig 
velést, und zwar wurde die Verdiinnung so gewahlt, da’ man am Stufenphotometer 
in einen Ablesebereich von D = 20—50 kam, da nach unseren Erfahrungen in 
diesem Bereich die exaktesten Messungen durchzufiihren sind. 0,1 ccm der entspre- 
chenden Verdiinnung wurden zur Feulgenschen Plasmalbestimmung entnommen. 
Spater anderten wir die Methode insofern, als wir die Chloroformmenge insgesamt 
auf 10 cem reduzierten, davon entnahmen wir durchschnittlich 2 com, von denen 
die Plasmalbestimmung durchgefiihrt wurde. Da die Gesamtmenge sehr klein war 
und der Plasmalgehalt der Substanz relativ niedrig, war die Chloroformlésung von 
25 cem in vielen Fallen zu stark verdiinnt. 

Um sicher zu sein, daB die Substanz nach 18-stdg. Trocknen tatsichlich kein 
Wasser mehr enthielt, trockneten wir einige Proben 24 oder 36 Stdn. Das Gewicht 
blieb jedoch véllig konstant. 


6* 
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Auch das Lésungsmittelgemisch wurde variiert. So wurden einige Extral - 


tionen mit Methanol-Chloroform 3:1 durchgefiihrt und im tibrigen nach obiger 


Methode weitergearbeitet. Die Verhaltnisse waren genau die gleichen. 

AuBerdem itiberzeugten wir uns davon, da die Extraktion des Plasmals voli- 
staindig war, indem wir von dem Riickstand des Extraktionsgutes die Plasma!- 
bestimmung durchfiihrten. Von 20 Untersuchungen verliefen 19 negativ. Einmal 
trat eine sogenannte ,,Pseudofirbung** auf, die sicher nicht durch Acetalphospha- 
tide bzw. Aldehyde hervorgerufen worden war. 

SchlieBlich untersuchten wir den Plasmalgehalt der zur Trockengewichts- 
bestimmung benutzten Substanzen auf folgende Weise: Wir wogen von dem fein- 
pulverisierten Gewebe 3—4 mg in ein kleines Zentrifugenglas ein und versetzten 
mit der 50- bis 300-fachen Menge Eisessig. Nach kurzem Erwarmen und 1-stdg. 
Stehenlassen wurde das Unldsliche abzentrifugiert, von der klaren tiberstehenden 
Eisessiglésung wurden 0,1 cem abpipettiert und nach der Plasmalbestimmungs- 
methode weiter verar beitet. 

Bei diesen Bestimmungen fanden wir erstaunlicherweise weitgehend tiberein- 
stimmende Werte mit denen, die wir aus den unter schonendsten Bedingungen 
feucht extrahierten Gewebsteilen erhalten hatten. 


Ergebnisse 

Bevor unsere Untersuchungsergebnisse ausgewertet werden, sei auf 
die besondere Zusammensetzung des Untersuchungsmaterials einge- 
gangen. Es handelt sich dabei ja um Gewebe, das neben spezifischen 
Parenchymteilen auch Stiitzgewebe, GefibBe und Blut enthalt. Donald- 
sen! schitzt den Mengenanteil der Gefafe und des Blutes im Gesamt- 
gehirn auf etwa 6—8%. Nach dem gleichen Autor machen die Blut- 
lipoide im Gehirn nicht mehr als 1% der Gesamtlipoide aus. Die Menge 
des Gliagewebes wurde von ihm auf 2—4°,, geschatzt. Der Mengenanteil 
der Gliazellen in der Hirnrinde wurde von v. Economo!! mit 4% ange- 
geben. Diese — wie wir bei der histologischen Untersuchung feststellten— 
relativ acetalphosphatidarmen Gewebsanteile lieben sich bei unserer 
Untersuchung nicht aussondern; man muf sie bei der Beurteilung der 
gefundenen Werte beriicksichtigen. 

Bedeutsam ist nun noch die Mengenverteilung der Achsenzylinder 
und Markscheiden in Hirnrinde und Marklager. Nach Donaldsen” wie 
auch nach Brante? sollen die Dendriten und Achsenzylinder im Rinden- 
gebiet etwa 75—80% bei etwa 5—10% farbbaren Markscheiden aus- 
machen. Das Verhiltnis von Achsenzylindern zu Markscheiden in den 
Marklagern wird auf etwa 1 : 1 geschatzt”. 

Der Wassergehalt der einzelnen Hirnteile zeigte deutliche Unter- 
schiede. Beim Erwachsenen war er fiir die Hirnrinde mit durchschnittlich 
83,9°, am héchsten und fiir die Marklager mit 66,7°% am niedrigsten. 
Wenn man unterstellt, daB der Rindenwert etwa demjenigen der Achsen- 
zylinder entspricht, errechnet sich fiir die Markscheiden ein Wassergehalt 
von 49,5%. Fiir die iibrigen Kerngebiete lagen je nach dem Markfaser- 
gehalt die Werte zwischen jenen der Rinde und dem Marklager. Wie 





10 H. H. Donaldson, J. Nerv. Ment. Dis. 88, 257 [1911]. 
11 OC, v. Economo, Der Zellaufbau der GroBhirnrinde, Berlin 1927. 
12 H.H. Donaldson u. Hoke, zit. nach Brante®. 
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bekannt, lagen auch bei uns die Werte des Wassergehaltes im Senium 
niedriger!®, Der Wassergehalt der fétalen Gehirne lag um 90° und 
zeigte bemerkenswerterweise vom dritten Entwicklungsmonat bis zum 
Geburtstermin keine Unterschiede. 

Um einen besseren Uberblick iiber die Phosphatidverhiltnisse 
menschlicher Gehirne zu bekommen, miissen wir zunichst von dem ge- 
fundenen Plasmalgehalt auf den Plasmalogengehalt umrechnen. Wir 
legen dabei — wie anfangs erwihnt — ein gemischtes Esteracetalphos- 
phatid-Molekiil zugrunde, das ein mittleres Molekulargewicht von etwa 
770 aufweist. Der Acetalphosphatidgehalt errechnet sich also unter Zu- 
grundelegung des Molekulargewichtes des Dimethyl-stearals nach der 
Formel: 314 : 770 = gefundener Plasmalgehalt : x. 

Der Plasmalogengehalt — berechnet auf das Trockengewicht — 
zeigte bei Erwachsenengehirnen in allen Lebensaltern und bei beiden 
Geschlechtern recht iibereinstimmende Werte. Wie schon die histolo- 
gische Untersuchung vermuten lieB, war in den Marklagern des Grob- 
und Kleinhirns der Plasmalogengehalt am gréBten. Mit einem Durch- 
schnittswert von 5,86% (siehe Tab. 3) liegt er mehr als doppelt so 
hoch wie jener der markscheidenarmen oberen Rindenschichten, deren 
Durchschnittswert 2,65°% betragt. Der Plasmalogengehalt der Rinden- 
schichten ist nach der histologischen Untersuchung fast ausschlieBlich 
auf die Anwesenheit der Achsenzylinder zu beziehen, da sie etwa 80°, 
dieses Gewebes ausmachen. In grober Annaherung wird man also auch 
hier den gefundenen Wert jenem fiir die Achsenzylinder gleichsetzen 
diirfen. Nach dem geringen Plasmalgehalt der restlichen Gewebsbestand- 
teile diirften die Werte eher sogar noch hoher liegen. Fiir die Marklager 
und Markscheiden gilt dies ebenso. Wenn man das Verhiiltnis der Achsen- 
zylinder zu den Markscheiden in den Marklagern mit 1 : 1 ansetzt, wiirde 
sich fiir den Plasmalogengehalt der Markscheiden selbst ein Naiherungs- 
wert von mindestens 9,1°% ergeben. In den einzelnen groBen Kerngebieten 
wie Hypothalamus, Striatum, Thalamus und Pallidum halten sich die 
Werte zwischen jenen der Marklager und Rindengebiete. Sie steigen in 
obiger Reihenfolge mit der Zunahme an markscheidenhaltigen Nerven- 
fasern an. 

Untersuchungen der Hypophyse verliefen leider nicht wunschgemab. 
Die histologische Untersuchung hatte gezeigt, daB der dem Hirn zuge- 
horige Teil — der Hypophysenhinterlappen — sich im Gegensatz zum 
Vorderlappen besonders stark anfiarbte, was gerade in Hinsicht auf die 
Frage der Neurosekretion dieses Hirnteiles von besonderem Interesse 
war. Der Versuch, Vorder- und Hinterlappen im Frischgewebe zu trennen, 
miBlang bzw. konnte nicht so exakt durchgefiihrt werden, daf iiber- 
zeugende Werte zu erwarten waren. Auch der Blutreichtum wirkte sich 
ungiinstig auf die Ergebnisse aus. So beschrinkten wir uns spiater auf die 
Untersuchung der ganzen Hypophyse, wobei der gefundene Wert von 
0,86°% Plasmalogen gegeniiber dem Hirngewebe recht niedrig war. 

13K. Schuwirth, diese Z. 268, 25 [1940]. 
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Abweichend von den Befunden am reifen Gehirn des Erwachsenen 
waren die Untersuchungsergebnisse bei fétalen Gehirnen. Schon das 
Fehlen einer vollausgebildeten Markscheide in diesen Entwicklungs- 
stufen lieB geringere Plasmalwerte erwarten. So fehlt der charakteristi- 
sche Unterschied zwischen Rinden-, Kern- und Markgebieten, die sic 
mit ihren Plasmalogenwerten um etwa 2,4°% gruppieren und somit in der 
Nihe der Plasmalogenwerte der grauen Substanz des Erwachsenen- 
gehirns liegen. Im Laufe der Entwicklung vom dritten Fétalmonat bis 
zum Neugeborenen la8t sich in grober Ubersicht ein geringfiigiger An- 
stieg der Plasmalogenwerte feststellen. Die eigentliche Angleichung an 
das Erwachsenengehirn geschieht vor allem im Verlaufe der Markreifung, 
wie es Brante? fiir andere Lipoide ja auch beobachtete. 

Zum Abschlu8 vergleichen wir unsere Ergebnisse mit denen anderer 
aus dem Gehirn gewonnener Lipoidfraktionen und legen dafiir die 
Untersuchungsergebnisse von Brante® zugrunde. Er fand an Gesamt- 
lipoiden in der grauen Substanz 35,1°%, in der weiBen Substanz 61,2°, 
vom Trockengewicht. Die Phosphatide machten fiir jenes Gewebe 20,4%, 
fiir dieses 26,5°, aus. Der Anteil des Plasmalogens an den Gesamtlipo- 
iden betragt demnach in der grauen Substanz etwa 7,6%, in der weiBen 
Substanz 9,6%. Von der Phosphatidfraktion kommen in der grauen 
Substanz 13,0%, in der weiSen Substanz 22,2°, auf das Plasmalogen. 

Berechnen wir die Verhialtnisse in den Markscheiden, indem wir in 
der weiBen Substanz Markfasern : Achsenzylindern = 1:1 setzen, so 
kommen wir naherungsweise fiir die Gesamtlipoide auf einen Wert von 
87,3% vom Trockengewicht, von denen wiederum 11,6°% Plasmalogen 
sind. Fir die Phosphatidfraktion betragen die Werte 32,6°% vom Trocken- 
gewicht bei einem Plasmalogenanteil von 31,4°% (Tab. 4). 


Tab. 4. Zusammenstellung der plasmalogenhaltigen Lipoidfraktionen. 




















7 ; lag Markscheiden 

Hirnrinde Marklager (Naherungswert) 

°, der Trocken- %, der Trocken- °(, der Trocken- 
substanz* substanz* substanz* 
Gesamtlipoide 35,1 7,6) 61,2 (9,6) 87,3 (11,6) 
Phosphatide 20,4 (13,0) 26,5 (22,2) 32,6 (31,4) 
Kephaline 9,3 (28,5) 14,1 (41,6) 18,9 (54,7) 


* Die in ( ) stehenden Zahlen geben den °/,-Gehalt an Plasmalogen in der jeweiligen Lipoid- 
fraktion an, 

Cholinhaltiges Plasmalogen befindet sich im Gehirn nicht oder nur 
spurenweise™. In der Serin-Kephalinfraktion ist es nur in ganz kleiner 
Menge enthalten, wahrend es auBerordentlich reichlich in der Colamin- 
Kephalinfraktion des Gehirns vorkommt und demnach mit dieser am 
besten vergleichbar ist. Nach Brante® macht das Gesaratkephalin in der 


14 E. Klenk, H. Debuch u. H. Daun, diese Z. 292, 241 [1953]. 
15 FE. Klenk u. P. Bohm, diese Z. 288, 98 [1951]. 
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grauen Substanz 9,3%, in der weiBen Substanz 14,1°% des Trocken- 
gewichtes aus, d.h., daB etwa 28,5% des ,,Kephalins“ aus grauer Sub- 
stanz und 41,6% des ,,Kephalins‘‘ aus weiBer Substanz colaminhaltiges 
Plasmalogen sind. Berechnen wir nach obigem Ansatz den Gehalt des 
Markscheiden selbst an colaminhaltigem Gesamtphosphatid, so betragt 
dieser 18,9% des Trockengewichtes, von denen 54,7°% dem Plasmalogen 
ziukommen (Tab. 4). 

Bei den fétalen Gehirnen sind die Prozentzahlen etwa die gleichen 


wie beim Erwachsenengehirn, nur da die Unterschiede von Mark und 


Rinde fortfallen. 
Zusammenfassung 


Das Plasmalogen wurde in den einzelnen Hirnregionen quantitativ 
bestimmt. Dabei ergab sich, daB die groBen Marklager doppelt soviel 
Plasmalogen enthalten wie die Hirnrinde. Die Werte der groBen Kern- 
gebiete liegen je nach ihrem Markfasergehalt zwischen diesen. Der Plas- 
malogengehalt der Markscheiden selbst wurde in grober Annaherung 
errechnet. Unsere Untersuchungsergebnisse wurden mit dem Gesamt- 
lipoid-, dem Phosphatid- und dem Kephalingehalt im Gehirn (Brante) 
verglichen. 

Bei fotalen Gehirnen vom 3.—10. Monat ist in allen Hirnabschnitten 
der Plasmalgehalt noch etwas niedriger als in der grauen Substanz des 
reifen Gehirns. Ein geringer Anstieg der Werte im Verlauf der fotalen 
Entwicklung ist wahrscheinlich. 


Markierung von herzaktiven Derivaten des Digitoxigenins mit 4C 
durch chemische und Biosynthese 


Von 
F. Turba und Ch. Scholtissek 
Aus dem Pharmakologischen Institut der Gutenberg-Universitit in Mainz 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Oktober 1953) 


Wahrend man iiber die chemische Struktur der herzwirksamen 
Stoffe aus Digitalisarten genau unterrichtet ist!, wei man iiber den 
biochemischen Wirkungsmechanismus trotz einer Fiille von Untersu- 
chungen bisher wenig Entscheidendes. Das hat seinen Grund hauptsich- 
lich in den auBerordentlich geringen Mengen dieser Stoffe, die bei physio- 
logischer Dosierung verabreicht werden und das Erfolgsorgan erreichen. 
Die chemische Erfassung dieser winzigen Mengen ist so schwierig, dab 
man es vielfach vorgezogen hat, fiir ihre Bestimmung biologische Teste 
heranzuziehen; dabei ist allerdings eine Unterscheidung entstehender 


1 T. Reichstein, Angew. Chem. 68, 412 [1951]; H. HeuBer in ,,Fortschritte 
der Chemie organischer Naturstoffe‘‘, J. Springer, Wien 1950, S. 87 ff. 
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Umbauprodukte nicht immer mit Sicherheit méglich. Eine besondere 
Schwierigkeit entsteht weiter dadurch, daf ein Teil der eingesetzten 
Substanz nicht wiedergefunden wird, wobei es zunichst offenbleibt. ob 
sie vom Organ irreversibel gebunden wurde oder dem Abbau anheimfie'. 
Aus der Tatsache, daB um diese Frage lange Zeit hindurch heftige Kon- 
troversen gefiihrt wurden, ist zu verstehen, da das ungleich schwierigere 
Problem des biochemischen Angriffspunktes dieser hochwirksamen Ver- 
bindung bisher noch keine Lésung finden konnte. Als Mittel der Wahl 
fiir Stoffwechseluntersuchungen von Digitalisstoffen kam die Markierung 
mit radioaktivem Kohlenstoff in Frage. 

Geiling und Mitarbeiter? haben, vor ahnlichen Problemen stehend, die Bio- 
synthese fiir erfolgversprechender gehalten: sie isoliert nach 6 Wochen dauernder 
Inkubation von Digitalis-Topfpflanzen mit radioaktivem Kohlendioxyd 14C-mar- 
kiertes Digitoxin (7 mg/30 g trockene Blatter; 2000 T/min/mg); allerdings ist bei 
diesem Verfahren die Ausbeute an !4C, wie nicht anders zu erwarten, sehr gering 
(etwa 0,01%). . 

Wir haben nach diesen Erfahrungen nur den Weg der chemischen 
Synthese in Betracht ziehen kénnen, wobei ein Einbau an verschiedenen 
Stellen des Molekiils zur Verfolgung ihres Verhaltens im Stoffwechsel 
wiinschenswert. schien. 


Substanzen und Methoden 


Digitoxin: Praparat der Fa. Merck, Darmstadt, 
Reinheitstest: Papierchromatographie. 

Digitoxigenin: Aus Digitoxin durch schonende Hydrolyse*, 
Reinheitstest: Papierchromatographie. 


Bariumcarbonat Ba'CO,: Ein Praparat mit der spezifischen Aktivitat 
5 mC/760 mg wurde uns iiber das Isotopenlabor der medizin. Forschungsanstalt 
Gottingen zur Verfiigung gestellt. Die Aktivitatsbestimmung erfolgte in allen 
Fallen mit einem Endfensterzihlrohr (Fa. Friesecke & Hépfner), Glimmer- 
gewicht 2 mg/em?. Die Eichung erfolgte mit einem Standardpraparat; die ange- 
gebenen Zahlen beziehen sich auf diese. 


Chromatographie 

a) Saiulenchromatographie: Das Adsorbens (Papierpulver, impragniert 
mit Kieselgel; aktiviertes Zinkcarbonat*, verdiinnt mit Papierpulver; Aluminium- 
oxyd ,,Brockmann‘) wurde trocken portionsweise in die Adsorptionsréhren ein- 
gestampft. Die sorgfaltig gereinigten und getrockneten Losungsmittel wurden unter 
etwa 20 cm Quecksilberdruck durch die Saéulen gepreBt (Tropfenzahl/min ungefahr 
5—20). Der Nachweis der einzelnen Fraktionen erfolgte durch Tiipfeln auf Papier 
und Bespriihen mit den bei der Papierchromatographie verwandten Farbreagenzien. 

b) Papierchromatographie: Das verwandte Filterpapier (Whatman 1, 
Schleicher & Schill 2043b) wurde entweder mit Formamid getrankt* oder mit 





2 E.M.K. Geiling, F.E. Kelsey, B. J. McIntosh u. A. Ganz, Science 
[New York] 108, 558; T. E. Kimura, ibid. 108, 560 [1948]. 

* Ein Praparat wurde uns von der Fa. Promonta freundlicherweise iiber- 
lassen. 

3 ¥, Turba, Z. Vitamin-, Hormon- u. Fermentforsch. 2, 60 [1948/49]. 

4 A, Zaffaroni, R. B. Burton u. E.H. Keutmann, Science [New York | 
111, 6 [1950]; vergl. auch I. c.°. 
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Kieselgel® beladen (tranken mit einer 1:4 verd. Wasserglaslésung, nach Behandeln 
mit 3-n. Salzsiure 24 Stdn. wassern und darauf 5 Stdn. bei 110° trocknen). 

Zum Nachweis der Substanzen mit ungesattigtem Lactonring wurde das 
Chromatogramm mit einer 10-proz. benzolischen m-Dinitro-benzol-Lésung und nach 
10 min dauerndem Trocknen bei 60° mit einer Lésung von 6 g Natriumhydroxyd in 
25 com Wasser und 45 ccm Methanol bespriiht: Blaufarbung®; das Keto-triol zeigte 
im Chromatogramm intensive Rotfarbung nach Bespriihen mit einer 0,2-proz. 
Lésung von Triphenyl-tetrazoliumchlorid’ in 1-n. Natronlauge. 

Ultrarotspektroskopie: Zur Messung diente ein Doppelstrahl-Spektro- 
graph (Perkin-Elmer)’. Da die untersuchten Substanzen in Tetrachlorkohlen- 
stoff zu wenig léslich waren, kamen sie in Chloroformlésung (10—20 mg/cem) zur 
‘Messung. 

Biologischer Test: Die Herzwirksamkeit wurde durch den Froschtest nach 
Straub® ermittelt (Abnahme der Hubhéhe des Herzens, Hebung des Fu8punktes 
bis zum Stillstand in Systole). Als Lésungsvermittler fiir Digitoxigenin-acetat 
diente Athylenglykol (Endkonz. 1°,). 


Ergebnisse 
a) Acetyl-digitoxigenin mit “Cim Acetylrest! 

Digitoxin (I) wurde durch saure Hydrolyse unter Verlust von 3 Mol. 
Digitoxose in sein Aglykon Digitoxigenin (II) tibergefiihrt. Mit Hilfe von 
radioaktivem Essigsiureanhydrid lieB sich Digitoxigenin-acetat (III) mit 
4C in der Acetylgruppe herstellen. Dabei wurde das Essigséureanhydrid 
aus BalCO, nach der Grignard-Synthese tiber radioaktives Natrium- 
acetat mittels Acetylchlorids aufgebaut. Schmelzpunkt, Adsorptions- 


" H,PO0, ‘ Grignard . ‘ ‘ i J 
Ba''CO, “CO, “Gragg > CHe"#CO,H > CHy-CO,Na 
CH,COC! CH,-CO 
* CH,-C-O 
O O O 
CO co co 
Cdy!CO 
f\V HCI / CH,-CO 
| OH oe |oH ~ | | OH 
O OH O 
I II III 
(Digitoxose), 400 


caiemanac a CH; 

5 J. Kirchner u. G. Keller, J. Amer. chem. Soc. 72, 1867 [1950]. 

6 O. Schindler u. T. Reichstein, Helv. chim. Acta 34, 108 [1951]. 

7 R.B. Burton, A. Zaffaroni u. E.H.Keutmann, J. biol. Chemistry 
188, 763 [1951]. 

8 Wir danken Herrn Prof. G. Erhardt, Herrn Prof. J. Sechmidt-Thomé 
u. Herrn Dr. Hartmann von den Hoechster Farbwerken fiir die freundliche Unter- 
stiitzung bei der Aufnahme der Ultrarotspektren. 

® W. Straub, Biochem. Z. 28, 392 [1910]. 

10 Vgl. M.Cloetta, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 
88, 115 [1920]. 

1 Zur Darstellung von CH;-CO,H s. ,,[sotopic Carbon’, John Wiley & § 
New York (1949). 
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und Verteilungschromatographie, Froschtest und Ultrarotspektrum be- 
wiesen die Identitat. 


b) Digitoxigenin-f-d-glucosid mit “C im Glucoserest?” 

Die fiir die Synthese des Digitoxigenin-glucosids benétigte Glucose 
wurde biosynthetisch gewonnen, indem Geranienblatter, die 24 Stdn. 
im Dunkeln verweilt hatten, im Sonnenlicht einer “CO,-Atmosphiare 
ausgesetzt wurden ; die isolierte Starke wurde hydrolysiert !*. Die eigent- 
liche Synthese gelang mit Acetobromglucose, Digitoxigenin und Silber- 
carbonat. Mit einer sehr verdiinnten Bariummethylatlésung erfolgte dic 
Desacetylierung. Der Identitatsbeweis wurde durch Verteilungschroma- 
tographie und Froschtest gefiihrt. 


O 0: 
CO CO 
I] Acetobromglucose — | Ba(CH,0). 
| | OH | OH 
O O 
HC me | HC 
HC-OAc HCOH 
AcO-CH O HOCH O 
HC.OAc Ht ‘OH 
He : HC 
H,C-OAc IV CH,OH V 


c) Acetyl-digitoxigenin mit “C im Lactonring™ 
Fir die Teilsynthese des Acetyl-digitoxigenins mit “C im Lacton- 
ring wurde dieser mit Ozon und Zink gespalten!*, der Glyoxylsdureester 
verseift und nach der Veresterung des Ketols mit Essigsiiureanhydrid der 
ting mit radioaktivem Bromessigester nach Reformatzky wieder 
geschlossen. Mit verd. HCl] und bei der folgenden Nachacetylierung mit 
Essigsiureanhydrid wurde ein Mol. Wasser unter Ausbildung der Doppel- 
bindung im Lactonring herausgespalten. Die Reinigung gelang durch 
Adsorptionschromatographie an aktiviertem Zinkcarbonat bzw. Alu- 


12 Vgl. R.C. Elderfield, F.C. Uhle u. J. Fried, J. Amer. chem. Soc. 69, 
2235 [1947]. 
18-1. G. Livingston u. G. Medes, J. gen. Physiol. 31, 75 [1947]; W. Z. Has- 
sid, zitiert nach 1}, 
14 L. Ruzicka, Pl. A. Plattner, H. HeuBer u. E. Angliker, Helv. chim. 
Acta 30, 1073 [1947]. 
19 K, Meyer u. T. Reichstein, Helv. chim. Acta 30, 1508 [1947]. 
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miniumoxyd und Elution mit Essigester*. Die Identitét wurde durch 
Verteilung- und Adsorptionschromatographie, durch Froschtest (vergl. 
Abb. 1) und Messung des Ultrarotspektrums (Abb. 2) sichergestellt. 


A oe A ' A ! 4 ! y 
1°Jo 5 20 y 20 y 40 407 
Glykol inakt. Acetyl-digitoxigenin NC. Acetyl-digitoxigenin 
("'C im Lactonring) 
Abb. 1. Vergleich der biologischen Aktivitat von “C-Acetyl-digitoxigenin (@C im 
Lactonring) mit einem authentischen inaktiven Praparat. 


O H,CO CO CH,OH 
CO ; ‘ 
co CHO co 
i. KHCO,  “\ (CA ,CO),0_ 
(OH = Zn | OH | | OH 
Ac-O Ac-O Ac-O VI 
O 
CH,-0-COCH, H.C 199 oO 
30 HOC CH, 7 
j 
| | OH BiC dy-"COLCHs | OH ECl it | | OH 
a_« ~ Ac-O Ac-O 
VII VIII 
Diskussion 


Gegeniiber der Biosynthese hat die chemische Markierung der Digi- 
talis-Stoffe, wie sie in dieser Arbeit beschrieben wird, eine Reihe von 
Vorteilen. Die biologische Methode beansprucht recht lange Zeiten; die 
zu gewinnende Menge an markierten Herzwirkstoffen halt sich in be- 
stimmten Grenzen; die erreichbare spezifische Aktivitaét laBt sich tiber 
eine vorgegebene Hohe nicht steigern, da beim Einsatz von stark aktivem 
Kohlendioxyd die Lebenstatigkeit der Pflanze beeintrachtigt wiirde; 
die Ausbeute, bezogen auf “C, ist sehr gering, denn die Pflanze syntheti- 
siert alle organischen Zellbestandteile aus dem zugefiihrten aktiven 
Kohlenstoff, wobei auf die Herzglykoside nur ein sehr kleiner Anteil ent- 
fillt; die Markierung erfolgt nicht ,,gezielt‘‘ an bestimmten Stellen des 
Molekiils, sondern unspezifisch. Der zuletzt angefiihrte Umstand ist zwar 
als Vorteil dieser Methode genannt worden, weil dadurch die Erfassung 


* Beim Herauswaschen mit Aceton wurden dagegen Zersetzungserscheinungen 
beobachtet und ein unreines Produkt erhalten (s. UR-Spektrum). 
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Ultrarotspektren von Acetyl-digitoxigenin und 4C-markierten Syntheseprodukten: 

a) 4C-Acetyl-digitoxigenin, verunreinigt durch Verbindung mit 
Doppelbindung an Kohlenstoffatom 14, 

b) 4C-Acetyl-digitoxigenin (14C im Lactonring), 

c) Acetyl-digitoxigenin (authentische Vergleichs-Substanz). 
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von Ab- und Umbauprodukten ermédglicht wird; besser aber ist die che- 
mische Synthese einer Reihe von Verbindungen mit selektiver Markie- 
rung der jeweils betrachteten Stellen des Molekiils (Aglykonteil, Zucker- 
teil usw.) Die tibrigen oben angefiihrten Nachteile vermeiden die chemi- 
schen Synthesen: sie arbeiten schneller, er- L 
lauben die Herstellung von Mengen, die nur ee 
von den zur Verfiigung stehenden Ausgangs- 0< T 1 i 
materialien abhingen und erreichen eine un- 7 | 
vleich bessere Ausnutzung des radioaktiven 


mentell wesentlich schwieriger zu hand- 
haben: auch verspricht z. B. eine chemische 
Markierung von Glucose wenig befriedigende 
Ausbeuten. 

Acetyl-digitoxigenin mit “C im Acetyl- 35 
rest wie auch das Glucosid des Digitoxi- Yt 
genins eignen sich besonders fiir Versuche in 
vitro (Bindung an Organproteine usw.). Bei 
Versuchen in vivo besteht die Gefahr einer 
Abspaltung der markierten Reste, so dab 
dann die gemessene Aktivitat kein MaB fiir oe ) 
die vorhandene Konzentration des allein 
wirksamen Aglykons mehr darstellt. Die im »». 3. Apparatur zum Ozon- 

ar _ : ° P abbeu von Digitoxigenin-acetat. 
ungesittigten Lactonring mit “C markierte 
Verbindung ist dagegen von diesem Nachteil frei und auch fiir Stoff- 
wechselversuche geeignet. Mit ihrer Hilfe konnte z. B. die vielfach dis- 
kutierte Frage, ob Digitalis-Stoffe vom Herzmuskel _ irreversibel 
gebunden werden oder nicht, dahingehend entschieden werden, dab 
Acetyldigitoxigenin aus dem Froschherzen! nicht mehr ausgewaschen 
werden kann, obwohl mit dem Spiilen der biologische Effekt ver- 
schwindet. 


45cm — 
? 
/ 

12) 




















Beschreibung der Versuche 
a) Synthese von Digitoxigenin-acetat mit radioaktiver Acety]- 
gruppe 

Hydrolyse von Digitoxin!®: 0,534 g Digitoxin wurden in 18 ccm heibem 
Athanol gelist, abgekiihlt und 2,2 cem konz. Salzsiure und 1,5 ccm Wasser zuge- 
geben. Die Lésung blieb 24 Stdn. bei 20° stehen. 209 mg Digitoxigenin(LI) wurden 
mit Wasser ausgefallt und nach Neutralisation des Filtrates mit Kaliumhydrogen- 
carbonat noch 52 mg des gleichen Produktes mit Chloroform ausgeschiittelt. Ge- 
samtausbeute 99°, bezogen auf Digitoxin. Schmp. 258 — 261°C. Die Herzaktivitat 
betrug etwa 1/, der des Ausgangsproduktes. 

Radioaktives Natriumacetat: Das aus 350mg Bariumcarbonat mit 
einer Aktivitat von 1/12 mC mittels 8-n. HCl in Freiheit gesetzte *CO, wurde in 
einer geschlossenen Apparatur im Vak. mit einem Grignard-Reagens umgesetzt, 
das aus 0,1 g Magnesium und 0,25 ccm Methyljodid in 20 ccm absol. Ather herge- 





16 Vergl. dazu die Versuche am Warmbliiterherzen, A. Sjoerdsma u.C. 8. 
Fischer, Circulation 4, 100 [1951]. 
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stellt worden war. Mit 0,25 cem konz. Schwefelsiure in 2 ccm Wasser und 10 g Lis 
wurde der Grignard-Ansatz zersetzt, 1 g Silbersulfat und 0,5 ccm konz. Schwefel- 
siure in 3 ccm Wasser zugesetzt und nach Wegdampfen des Athers die Essigsiure 
der Wasserdampfdestillation unterworfen (der Fortschritt der Destillation wurce 
durch Eindampfen eines Tropfens des Destillats mit verd. NaOH und Bestimmung 
der Radioaktivitat gepriift). Nach Beendigung wurde das Destillat mit Natronlauge 
neutralisiert und auf dem Wasserbad, zum SchluB unter Zugabe von etwas Aceton, 
bis zur volligen Trockenheit eingedampft. Ausb. 129mg Natriumacetat (89° ,, 
bezogen auf Ba COs). 

Digitoxigenin-acetat (III) mit radioaktiver Acetylgruppe: 89 mg 
des aktiven Natriumacetats wurden geschmolzen, mit 0,15 cem Acetylchlo- 
rid umgesetzt und das gebildete aktive Essigsiureanhydrid im Vak. in ein Gemisch 
von 131 mg Digitoxigenin (II) und 150 mg geschmolzenem Natriumacetat destil- 
liert. Das Gemisch wurde 1 Stde. unter RiickfluB und Feuchtigkeitsausschlub 
auf 120°C gehalten, mit 0,5 ccm inaktivem Essigsiureanhydrid nachacetyliert, in 
Wasser gegossen und mit Kaliumhydrogencarbonat neutralisiert. Das radioaktive 
Digitoxigenin-acetat (III) fiel dabei aus. Nach dem Umkristallisieren aus 
Athanol-Wasser wurden 110 mg reines Produkt erhalten. Aus den Mutterlaugen 
lieBen sich noch 16mg mit Chloroform ausschiitteln. Ausb. 86°,, bezogen auf 
Digitoxigenin. 1 mg besaB eine Radioaktivitét von 28 000 Teilchen/min. Schmp. 
222 —225/229—230° C. Die Herzaktivitat betrug etwa 1, der des Digitoxigenins. 


b) Synthese von Digitoxigenin-glucosid mit radioaktiver Glucose 


Biosynthese von Glucose: 5 Geranienblatter, die 24 Stdn. im Dunkeln 
aufbewahrt worden waren, wurden in einem Exsiccator einer Kohlendioxyd-Atmos- 
phare (aus 1,5 g Bariumcarbonat und Phosphorsiure) bei Sonnenlicht ausgesetzt 
und am Abend mit 20 ccm 80-proz. Athanol 6 Stdn. im Soxhlet extrahiert. Der 
Riickstand wurde 12 Stdn. bei 70° C getrocknet, Ausbeute an Trockensubstanz 1 g. 
Die Isolierung der Starke erfolgte nach 1. c.!%. Ausbeute an farbloser Starke 103 mg 
(51°,, bezogen auf Bariumcarbonat). Die Starke wurde in 50 com H,O und eben- 
soviel 2-n. H,SO, gelést und 14 Stde. bei 100° hydrolysiert, die Schwefelsiure mit 
Bariumcarbonat gefallt, die klare Lésung durch einen Kationen-, dann durch einen 
Anionenaustauscher laufen lassen und eingedampft. Beim Anreiben mit absol. 
Alkohol konnte die Glucose durch Animpfen mit einem Kristillchen in 24 Stdn. 
kristallin erhalten werden. Ausb. 62 mg. 

Die Acetobromglucose wurde nach E. Fischer!’ aus 250mg a-Glucose 
gewonnen, Ausb. 220 mg. Schmp. 88° C. 

Synthese von Digitoxigenin-f-d-glucosid: 82mg Digitoxigenin 
wurden mit 100 mg Silbercarbonat und 150 mg wasserfreiem Magnesiumsulfat gut 
gemischt, mit 1 ccm absol. Dioxan versetzt und | Stde. geschiittelt. Darauf wurden 
240 mg Acetobromglucose in 0,6 cem absol. Dioxan und ein Kérnchen Jod zu- 
gesetzt und 20 Stdn. bei Raumtemperatur geschiittelt. Nach dem Abfiltrieren vom 
Riickstand wurde im Vak. zum viskosen Ol eingedampft und mit absol. Ather so 
lange verrieben, bis die Substanz fest wurde. 21 mg rohes peracetyliertes Digitoxi- 
genin-glucosid (IV) wurden gewonnen (Ausb. 14° .,, bezog. auf Digitoxigenin). Zur Des- 
acetylierung wurde das Rohprodukt in 5 ccm absol. Methanol gelést, 0,05 cem einer 
ungefahr 0,5-n. Ba(OCH,),-Lésung zugesetzt und 8 Stdn. bei 0° C stehen gelassen. 
Das Barium wurde danach mit verd. Schwefelsiure quantitativ gefallt und die neu- 
trale-Lésung im Vak. zum Ol eingedampft, das mit absol. Alkohol angerieben und 
mit absol. Ather versetzt wurde. Ausb. : 8 mg rohes Digitoxigenin-f-d-glucosid 
(50°,,, bezogen auf das peracetylierte Glucosid). Das Produkt war herzaktiv. Zur 
Identifizierung- wurde die Papierchromatographie an mit Formamid getranktem 

17 E. Fischer, Ber. dtsch. chem. Ges. 49, 584 [1916]; K. Freudenberg, 
ibid. 60, 241 [1927]. 
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Papier durchgefiihrt. Die bewegliche Phase bestand aus einem Gemisch von 75”, 
Benzol und 25°,, Chloroform, das mit Formamid gesattigt war. Die Rr-Werte be- 
trugen fiir: 


Digitoxigenin-glucosid: 0,42 Digitoxigenin-acetat: 0,91 
Digitoxigenin: 0,50 Digitoxigenin-glucosid, 
Digitoxin: 0,22 peracetvliert : 0,46 


c) Teilsynthese von Digitoxigenin-acetat mit radioaktivem Kohlen- 
stoffatom im Lactonring (VII) 
«) Abbau von Digitoxigenin-acetat mittels Ozons: 2,067 g Digitoxi- 


_genin-acetat wurden in 120 ccm absol. Essigester gelést und bei —80°C wahrend 


35 min mit 5-proz. Ozon (100 ccm/min, vergl. Abb.3) behandelt. Die blauviolette 
Lésung wurde anschlieBend im Vak. eingedampft, der Riickstand in 25 ccm LEisessig 
gelést und mit kleinen Portionen Zinkstaub 20 min geschiittelt. Der Kolbeninhalt 
wurde mit Chloroform verdiinnt, vom Ungelésten filtriert und im Vak. zur Trockne 
eingedampft. Der entstandene Glyoxylsiureester wurde nicht isoliert, sondern in 
100 ccm Methanol gelést, 1,2 g Kaliumhydrogencarbonat in 40 com Wasser zuge- 

fiigt und bei 18°C wahrend 40 Stdn. verseift. Nach Entfernung des Methanols im 
Vak. wurde mit einem Ather-Chloroformgemisch aufgenommen, iiber Natriumsulfat 
getrocknet und eingedampft. Eine kleine Probe des Ketotriol-monoacetates VI 
wurde aus Ather umkristallisiert: kleine Plattchen, die sich zu Rosetten zusammen- 

schlossen. Schmp. 148—149°C. 

Der Hauptteil der Verb. VI wurde in 25 ccm absol. Pyridin und 15 cem Essig- 
siiureanhydrid gelést, 16 Stdn. bei 35° stehen gelassen und im Vak. zur Trockne 
vebracht. Der Riickstand wurde in Ather aufgenommen, mit verd. Sodaldésung, 
verd. Salzsiure und Wasser gewaschen, getrocknet und eingedampft. Aus Aceton- 
Petrolaither konnte der gréBte Teil des Ketotriol-diacetates VII rein gewonnen 
werden. Die Mutterlaugen wurden an mit Siliciumdioxyd impragniertem Papier- 
pulver chromatographiert. Gesamtausbeute 1,13 g (60°,, bezogen auf Digitoxige- 
nin-acetat). Schmp. 186—188°C. Das Produkt ist herzinaktiv. 

B) Synthese von “C-Brom-essigester: 1,1 g radioaktives Natriumacetat 
(Aktivitét 1 mC) wurde mit Hilfe eines absolut trockenen HC]-Stromes in wasser- 
freie Essigsiure tiberfiihrt, diese im Vak. in geschlossener Apparatur abdestilliert, 
0,3 com Essigsiureanhydrid, 2 Tropfen Pyridin und 0,25 cem Brom zugefiigt und 
unter Riickflu8 so lange gekocht, bis die Lésung nur noch schwach gefarbt war. 
Nach dem Abkiihlen wurden 0,1 ccm Wasser zugegeben und nach einiger Zeit die 
iiberschtissige Essigsiure und das Wasser im Vak. abdestilliert. Das Destillat zeigte 
eine erhebliche Radioaktivitat und wurde deshalb wieder zu Natriumacetat aufge- 
arbeitet. Die Veresterung der aktiven Bromessigsiure geschah mit Diazomethan in 
Ather. Die mit Natriumsulfat gut getrocknete atherische Lésung wurde unter 
Feuchtigkeitsausschlu8 eingedampft und der radioaktive Brom-essigester gleich in 
ein Mikrokélbchen destilliert, in dem sich das gut getrocknete Ketotriol-diacetat 
VII befand. Die letzten Reste des Esters wurden mit der zur Reaktion benétigten 
Menge absol. Benzols iibergetrieben. Ausbeute etwa 80°,, bezogen auf Natrium- 
acetat. 

y) Reformatzky-Syvnthese aus dem Ketotriol VII und “C-Brom- 
essigester: Zur Lésung von 495 mg Verb. VII und etwa 1,5 g radioaktivem Brom- 
essigester in 6ccm absol. Benzol wurden 600 mg absolut trockene Zinkflitter 
gegeben und 1 ccm Benzol im Vak. unter Feuchtigkeitsausschlu8 abdestilliert. Die 
Mischung wurde auf dem Glycerinbad unter RiickfluB und Feuchtigkeitsausschlu8 
Vorsichtig erwarmt, bis eine heftige Reaktion eintrat, die etwa 3 Min. anhielt. Da- 
nach wurde | Stde. unter RiickfluB8 gekocht, einige Tropfen absol. Athanol zuge- 
geben und das Kochen noch 1 Stde. fortgesetzt. Vom Zinkriickstand wurde filtriert 
und mit viel absol. Athanol nachgewaschen, die Lésung im Vak. eingedampft, der 
Riickstand mit viel Ather aufgenommen und mit verd. Salzsiure geschiittelt. Die 
mit Wasser neutralgewaschene atherische Schicht wurde wiederum eingedampft. 
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Zur Nachacetylierung wurde der Kolbeninhalt ‘in 5 ccm Pyridin und ebensoviel 
Essigsiureanhydrid aufgelést und 24 Stdn. bei 30°C stehengelassen. Die Lésung 
wurde im Vak. eingedampft, der Riickstand mit viel Ather aufgenommen, mit 
Wasser neutralgewaschen, eingedampft und getrocknet. 

Zur Reinigung wurde an einer Saule aus aktiviertem Zinkcarbonat mit einein 
Gemisch von 50°, Petrolather und 50°, Benzol die nicht umgesetzte Verb. Vil 
herausgewaschen (etwa 100 mg wurden so zuriickgewonnen). Mit Tetrachlorkohlei- 
stoff und Ather lieB sich nichts eluieren. Erst mit Essigester trat eine Substanz aus, 
die den Test mit m-Dinitrobenzol gab und sich bei der Verteilungs- und Adsorp- 
tionschromatographie mit Digitoxigenin-acetat identisch erwies (bei der Elution 
mit Aceton wurden Zersetzungserscheinungen festgestellt). (AuBerdem wurde eine 
Substanz gewonnen, die erst nach der Behandlung mit Essigsiureanhydrid, dem 
eine Spur HCl zugesetzt- war, den Test mit m-Dinitrobenzol gab; wahrscheinlich 
handelt es sich dabei um die Substanz, die an Stelle der Doppelbindung im Lacton- 
ring ein Wassermolekiil angelagert hat.) Die Ausbeute an rohem Digitoxigenin- 
acetat betrug 90 mg (19%, bezogen auf Ketotriol-diacetat VII). Nach nochmaliger 
Chromatographie an Aluminiumoxyd gelang es, bei der Elution mit Essigester ein 
kristallines Produkt zu erhalten, dessen Ultrarotspektrum mit dem fiir Digitoxige- 
nin-acetat (VIII) iibereinstimmte. 1 mg des Reinproduktes .zeigte eine Radioakti- 
vitat von 400 000 Teilchen/min. 


Zusammenfassung 


|. Digitoxigenin-acetat mit “C im Acetylrest wurde aus Digitoxi- 
genin mit Hilfe von “C-markiertem Essigsiureanhydrid dargestellt. 

2. Die Synthese von radioaktivem Digitoxigenin-glucosid gelang mit 
Acetobromglucose und Ag,CO, aus Digitoxigenin, wobei die bendtigte 
Glucose mit Riicksicht auf die Markierung mit C aus “CO, biosvnthe- 
tisch gewonnen wurde. 

3. Digitoxigenin-acetat mit “C im Lactonring entstand aus dem 
Ketotriol-diacetat, das durch Ozonabbau aus Digitoxigenin-acetat ge- 
wonnen wurde,,und 14C-markiertem Bromessigester. 

4. Die erzielten Ergebnisse werden im Hinblick auf die mégliche An- 
wendbarkeit fiir Untersuchungen mit diesen herzwirksamen Stoffen in 
vivo diskutiert. 
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Trennung von Nucleinséure-Abkémmlingen durch Ionenaustausch, 
Papierchromatographie und Hochspannungs-Ionophorese 
in Filtrierpapier 


Von 
F. Turba, H. Pelzer und H. Schuster * 
Aus dem Pharmekologischen Institut der Universitét Mainz 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. OktoLer 1953) 


Fir den EiweiB-Chemiker gewinnt neuerdings neben der Trennung und Cha- 
rakterisierung der Aminosauren, Peptide und Proteine die analytische Erfassung der 
Nucleinséuren und ihrer Spaltprodukte bzw. deren Ab- und Umbauprodukte stei- 
gende Bedeutung. Im Zusammenhang mit Untersuchungen iiber den Chemismus 
der Vorgange an den ,,kontraktilen‘‘ Muskelproteinen!, wie auch mit dem Problem 
der biologischen Proteinsynthese? haben wir uns darum der Erarbeitung geeigneter 
analytischer Verfahren auf dem Puringebiet zugewandt*: ebenso namlich, wie in 
jenem Fall Nucleotide (vom Typ der Adenosin-triphosphorsiure [ATP], der Adeno- 
sin-monophosphorsiuren [AMP] sowie der entsprechenden Inosinderivate) eine 
entscheidende Rolle bei der Synarese von Aktomyosingel, bei der Dissoziation des 
Aktomyosinkomplexes in seine Komponenten Aktin und Myosin und bei der rever- 
siblen Polymerisation des globularen zum fibrilliren Aktin spielen, sind Verbin- 
dungen dieser Art auch am Vorgang der biologischen SchlieBung von Saureamid- 
bindungen beteiligt* (vgl. auch die Rolle des Acylgruppen iibertragenden Coenzyms 
A®, das Nucleotidstruktur aufweist). Ein Teilhaben von Nucleinsauren an der bio- 
logischen Proteinsynthese ist seit langem vermutet worden®. Auch sind Nucleo- 
proteide Trager wichtigster biologischer Funktionen’ 8, fiir deren biochemische 
Aufklarung geeignete analytische Methoden, und zwar gleicherweise fiir den Protein- 
wie den Nucleinsaureanteil, eine Voraussetzung bilden. 


* Herrn Dr. G. Lange danken wir fiir die Mitarbeit bei der Entwicklung ins- 
besonders der Ionenaustausch-Verfahren, der Deutschen Forschungsgemein- 
schaft fiir eine Sachbeihilfe. 

1 ¥F. Turba, G. Kuschinsky u. H. Thomann, Naturwiss. 37, 453 [1950]; 
Biochim. biophysica Acta, im Druck. 

2 F. Turbau. H. Esser, Angew. Chem. 65, 256 [1953]. 

3 Vergl. F. Turba u. M. Turba, Naturwiss. 38, 188 [1951]; F. Turba u. 
H. J. Enenkel, Naturwiss. 38, 189 [1951]. 

4 Vergl. z. B. die Glutaminsynthese aus Glutaminsiure und Ammoniak unter 
Mitwirkung von ATP: F. J. Speck, J. biol. Chemistry 179, 1405 [1949]; W. H. 
Elliot, Biochem. J. 49, 106 [1951]; J. biol. Chemistry 201, 661 [1953]; s. auch 
R. B. Johnson u. K. Bloch, J. biol. Chemistry 188, 221 [1951] (Glutathion- 
synthese). 

5 F. Leuthardt u. H. Nielsen, Helv. chim. Acta 34, 1618 [1951] (Hippur- 
siuresynthesen); ferner: D. Schachter u. J. V. Taggart, J. biol. Chemistry 203, 
925 [1953]. 

6° T. Caspersson l.c.’, S. 127; dazu auch O. T. Avery, C.M. MacLeod u. 
M. McCarthy, J. exp. Med. 79 137 [1944]. 

7 Sympos. Soc. exp. Biol. Nr. 1, Cambridge Univ. Press, [1947]. 

8 Cold Spring Harbor Sympos. quantitat. Biol. 12 [1947]. 
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I. Substanzen; analytische Bestimmungsmethoden 


Adenosin, Adenin: Handelspraparate. 

Adenosin-monophosphorsaure (A-5-MP): Adenylsiure (MY-B-DEN) 
von der Firma Bischoff, Ivoryton, Conn. (USA). 

Adenosin-diphosphorsaiure: Aus ATP durch erschépfende Einwirkung 
gereinigter Myosin-ATPase und Isolierung iiber das Bariumsalz; Reinigung durch 
Jonenaustausch-Chromatographie. 

Adenosin-triphosphorsaure: ATP (TRI-B-DEN) als Ba,ATP-4 H,O der 
Firma Bischoff, Ivoryton, Conn. (USA). 

ATP (in Form ihres wasserhaltigen Ba-Salzes) von der Zellstoff-Fabrik 
Mannheim-Waldhof. 

ATP (Atriphos) vom Chemiewerk Homburg. 

Inosin-tri-, -di- und -monophosphorsaure (ITP, IDP, IMP): Aus ATP 
durch Desaminierung® und Partialhydrolyse. 

Coenzym A: Ein etwa 30-proz. salzhaltiges Praparat wurde uns von Herrn 
Prof. Lynen freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. 

Aktin wurde nach der modifizierten Methode von Straub?® aus Skelettmus- 
kulatur dargestellt und gereinigt. 

Hefepraparate (Zorula utilis) wurden uns von der Firma Zellstoff- 
Fabrik Mannheim-Waldhof zur Verfiigung gestellt; vor Versuchsbeginn er- 
folgte eine Umziichtung"™ so, daB die Zellen Essigsiure als einzige Kohlenstoff- 
quelle verwenden konnten. 

Phosphatbestimmung: Die Bestimmung freien bzw. gebundenen Phos- 
phats erfolgte nach der Molybdainblau-Methode'? sowie durch nephelometrische 
Messungen!*, Die letztere Methode hatte fiir kleine Mengen (Eluate aus Papier- 
chromatogrammen usw.) Vorteile. 

Bestimmung der Extinktion im UV": Die Konzentrationsbestimmung 
der Adenosinnucleotide erfolgte durch Messung des Absorptionsmaximums im Beck- 
man-Quarz-Spektrophotometer (Modell DU) unter Verwendung von 1 cm Quarz- 
kiivetten. 

Sichtbarmachung von Nucleotidflecken im Papierchromato- 
gramm und -Ionopherogramm: Wir fanden das Photoprint-Verfahren!® besser 
geeignet als die tibrigen bisher angegebenen Verfahren'®. 


II. Besprechung der einzelnen Trennungsverfahren 
a) Ionenaustausch 
Cohn und Carter” haben als erste iiber eine erfolgreiche Trennung 


von Purinen, Pyrimidinen, Nucleosiden und Nucleotiden an Anionen- 
austauscher-Harzen berichtet; die Trennung von AMP (Adenylsiure), 





® A. Kleinzeller, Biochem. J. 36, 729 [1942]. 

10 A, Szent-Gyérgyi, Acta physiol. scand. 9, Suppl. XXV, 87 [1945]. 

11 J. Baddiley, G.Ehrensvard, R. Johansson, L. Reio, E. Saluste 
u. R. Stjernholm, J. biol. Chemistry 188, 771 [1950]. 

12 ¥. Hahn, Angew. Chem. 60, 207 [1948]. 

13 G. Bergold u. L. Pister, Z. Naturforsch. 3b, 332 [1948]. 

14 Uber Absorptionsspektren von Nucleinsiure-Abkémmlingen vgl. F. 
Schlenk, Advances in Enzymol. 9, 480 [1949]. 

15 R,. Markham u. J. D. Smith, Biochem. J. 45, 294 [1949]. 

16 C,S. Hanes u. F.A. Isherwood, Nature [London] 164, 1107 [1949]; 
P. Boulanger u. J. Montreuil, Bull. Soc. Chim. biol. 33, 784 [1951] (Molybdan- 
saure-Reagens); E. Vischer u. E. Chargaff, J. biol. Chemistry 168, 781 [1947] 
(Mercurinitrat); vgl. auch K. Wallenfells u. W. Christian, Angew. Chem. 66, 
459 [1953]. 
17 W. E. Cohn u. C. E. Carter, J. Amer. chem. Soc. 72, 4273 [1950]. 
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ADP (Adenosindiphosphorsiure) und ATP (Adenosintriphosphorsaure) 
erfolgt nach ihren Angaben an Dowex-Harz 1 durch fraktionierte Elu- 
tion mit Salzsiure bzw. Salzsiure-Kochsalzgemischen abgestufter Kon- 
zentration. Beim Vergleich der Eignung verschiedener Anionenaustau- 
scher-Harze fanden wir, da8 an Amberlit IR-4-B gegeniiber Dowex 1 
eine Verschiebung um einen ,,Schritt“‘ in der Aufeinanderfolge der Elu- 
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Abb. 1. Trennung von ADP und ATP: 
a) an Dowex-l, 
b) an Amberlite IRA 400. 
Auf den Abszissen sind die Nummern der Glaschen (Inhalt je 5 ccm) angegeben. 









































tionsmittel eintritt, die aber zu einem gleichartigen Ergebnis fiihrt; 
Abb. 1 zeigt als Vergleich das Verhalten einer ADP-haltigen ATP an 
beiden Austauschern. 


Das verwendete Harz wurde zuniachst in einer gewohnlichen und darauf i 
einer Mokkamiihle staubfein gemahlen (PartikelgréBe kleiner als 0,1 mm), mit 1-n 
Salzséure und 1-n. Ammoniak abwechselnd behandelt und zuletzt in die Ammoni 
umform gebracht; die Analysenlésung wurde mit 1-n. Ammoniak auf py 11,0 ge 
bracht, wenn auf die Fraktionierung der Purine Wert gelegt wurde; die Nucleotide 
werden auch aus schwach saurer Lésung festgehalten. Bei einem Saulenvolumen 
von 2ccm kamen etwa 5 mg der Nucleotide zur Analyse. Die Zusammensetzung 
der Elutionsmittel nach Cohn und Carter gehen aus Abb. 1a und b hervor. 

7* 
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Zur endgiltigen Identifizierung der durch Ionenaustausch- 
chromatographie gewonnenen Fraktionen durch Ionophorese und Papier- 
chromatographie bewahrte sich die beschriebene Methode nicht; die 
beim Gefriertrocknen'® der Eluate anfallenden betrichtlichen Salz- 
mengen storten empfindlich. Versuche zur Fallung der Bariumsalze der 
Nucleotide aus konzentrierter Loésung unter Alkoholzusatz bewirkten 
besonders bei AMP starke Verluste. Eine elektrolytische Entsalzung, wie 
sie sich bei Aminosauren recht gut bewahrt hat, war im Falle der stark 
sauren Nucleotide wenig aussichtsreich. Ausgezeichnetes leistete hin- 
gegen das Verfahren der Vakuumsublimation von Ammonium- 
formiat?®, das bei der Neutralisation der zur Elution von AMP ver- 
wandten 0,03-m. Ameisensiure anfiel. Die ADP- bzw. ATP-haltigen 
Fraktionen wurden mit Bariumacetat im Uberschu8 versetzt, mit Am- 
moniak neutralisiert, eingefroren, lyophilisiert und der Riickstand bei 
0,003 mm sublimiert (Heiztemperatur 25°, 24 Stdn.). Die in einem 
Tropfen ammoniakalischem Wasser aufgenommenen Riickstinde (py 8,0) 
wurden dann zentrifugiert, die Bariumsalze der Nucleotide wie tiblich 
in die Natriumsalze iiberfiihrt und als solche der Papierchromato- 
graphie oder Papierionophorese zugefiihrt. 


b) Papierchromatographie 

Vischer und Chargaff?®, die als erste papierchromatographische Verfahren 
auf Nucleinséurespaltprodukte anwandten, trennten Purine und Pyrimidine in 
Butanol-Gemischen, Nucleotide in Isobuttersiure/Ammoniak. Untersuchungen 
iiber Zusammenhange zwischen Konstitution und dem Verhalten bei der Papier- 
chromatographie verdanken wir Markham und Smith?! fiir eine Reihe von Pu- 
rinen, Pyrimidinen und Nucleosiden. Danach wandern Pyrimidine schneller als die 
entsprechenden Purine, Riboside langsamer als die freien Basen; Haufung von 
Methylgruppen beschleunigt, wachsende Zahl von Oxygruppen verzégert die Wan- 
derungsgeschwindigkeit; Ammoniak-Atmosphare erhéht die Rr-Werte der Amino- 
purine weit starker als die der Oxypurine, wihrend Saureatmosphare den entgegen- 
gesetzten Effekt bewirkt. Einer der auffalligsten Erfolge der papierchromatogra- 
phischen (in Verbindung mit der Ionenaustausch-) Technik war die Trennung z. B. 
der ,,Hefe-Adenylsaiure** in 2 Isomere 22. 


Wihrend es relativ einfach gelingt, die verschiedenen Purine, Pyri- 
midine und deren Glykoside, die Nucleoside in die einzelnen Gruppen 
und weiterhin voneinander zu trennen, wobei man die von der Papier- 
chromatographie der Aminoséuren, Zucker usw. her bekannten Lésungs- 


18 Verwendet wurde ein Lyophilisator (2450 ccm fassend) der Precision 
Scientific Company, Chicago, U. S. A. 

19 C,H. W.Hirs, S.Moore u. W.H. Stein, J. biol. Chemistry 195, 669 
[1952], geben diese Methodik bei der Fraktionierung von Aminoséuren an. 

20 i. Vischer u. E. Chargaff, J. biol. Chemistry 176, 715 [1948]; vgl. ferner 
R. D. Hotchkiss, J. biol. Chemistry 175, 315 [1948]; V. Kocher, P. Kocher u. 
R.H. Miller, Int. Z. Vitaminforsch. 11, 403 [1950]; J. G. Buchanan, C. Decker 
u. A. G. Long, J. chem. Soc. [London] 1950, 3162; J. Baddily, F. Weygand u. 
O.Trauth, Nature [London] 167, 359 [1951]; F. Weygand, A. Wacker u. 
V. Schmied-Kowarzik, Experientia [Basel] 6, 184, [1950]. 
21 R. Markham u. J. D. Smith, Biochem. J. 49, 401 [1951]. 
22 1.C. E. Carter, J. Amer. chem. Soc. 72, 1466 [1950]. 
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mittelsysteme (z. B. Butanol-Gemische; bei zu kleinen Ry-Werten setzt 
man Glykol usw. zu) benutzen kann, ergeben sich fiir die Trennung der 
entsprechenden Phosphorsiure-Ester, der Nucleotide, betrichtliche 
Schwierigkeiten durch deren mangelnde Léslichkeit in organischen Sol- 
venzien. Es gibt zwei Wege, dieser Besonderheit zu begegnen: entweder 
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< ADP 
}<a7P 
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a) b) a) b) 
Abb. 2. Abb. 3. 


Abb. 2. Trennung von ATP, ADP, AMP, Adenosin und Adenin. 
a) in Na,HPO,-12H,0 (2,5-proz., waBrig): Isomylalkohol, 
b) in Isobuttersaure: Wasser: Kisessig 100:50:1. 
Abb. 3. Trennung von ATP, ADP, AMP, Adenosin und Adenin in »/10-Natrium- 
citrat (py 8,45): Isoamylalkohol. 
a) aufsteigende Chromatograrhie, b) absteigende Chromatographie. 


wahlt man die Losungsmittelkomponenten so, daB sie miteinander misch- 
bar oder weitgehend ineinander léslich sind, so daB auch in der ,,beweg- 
lichen‘ Phase mit dem kleineren Gehalt an Wasser noch ausreichende 
Loslichkeit fiir die Nucleotide besteht, oder man chromatographiert in 
waBrigen Lésungen (z. B. Pufferldsungen). Beide Wege wurden beschrit- 
ten: fiir den ersteren Fall bewahrte sich Isobuttersiure2* am besten, 
wobei man es durch Zusatz von Essigsiure noch in der Hand hat, bis zur 
Mischbarkeit mit der waBrigen Phase und damit mit der Beschleunigung 
der Wanderungsgeschwindigkeit stetig vorzugehen; fiir den letzteren 
Fall erwies es sich als vorteilhaft, iiber der mobilen wiBrigen Phase einen 
Film eines mit Wasser nicht mischbaren Lésungsmittels mitlaufen zu 
lassen*4, Diese beiden Verfahrenstypen erganzen einander bei der Tren- 


*3 F. Turba u. M. Turba, Naturwiss. 38, 188 [1951]; vgl. B. Magasanik, 
K. Vischer, R. Doniger, D. Elson u. E. Chargaff, J. biol. Chemistry 186, 37 
[1950] (Trennung in Isobuttersiure/Ammoniak). 
*4C. E. Carter, J. Amer. chem. Soc. 72, 1466 [1950]. 
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nung der Adenosin-Phosphorsauren auf das Beste: waihrend im Chroma- 
togramm mit Isobuttersiure : Essigsiure : Wasser die am starksten hydro- 
phile ATP am wenigsten weit, ADP, AMP, Adenosin und Adenin 
in dieser Reihenfolge zunehmende Strecken wandern (Abb. 2b), ist die 
Reihenfolge in sek. Phosphat: Amylalkohol (Abb. 2a) umgekehrt. Der 
Zusatz langkettiger Amine® zur amylalkoholischen Phase bewahrte sich 
unter unseren Versuchsbedingungen weniger als die urspriinglich ange- 
gebene Technik; hingegen erhielten wir besonders gute Trennungen bei 
Verwendung von Citratpuffer (Abb. 3), wobei gleichzeitig als wesent- 
licher Vorteil die Méglichkeit einer quantitativen Phosphatbestimmung 
nach Elution der getrennten Komponenten erreicht wurde: das Verhalt- 
nis Adenin (Absorption 2650 A): Phosphat fiir die Zonen von AMP, ADP 
und ATP im Chromatogramm wurde zu 1,02, 1,97 und 3,00 gefunden. 

Wie aus Abb. 2b zu erkennen ist, erhalt man im Isobuttersiure-Chromato- 
gramm an der Stelle, die ATP entspricht, eine Auftrennung in mehrere Flecken. Da 
unser ATP-Praparat einheitlich war und wir sonstige Anhaltspunkte fiir eine Iso- 
merie nicht gewinnen konnten, halten wir es fiir wahrscheinlich, daB die verschie- 
denen Flecken den einzelnen Dissoziationsstufen der Triphosphorsaiure*® entspre- 
chen. Schwer zu verstehen ist allerdings, warum sich nicht laufend ein Gleichge- 
wichtszustand herstellt, der zu einer ,,Schwanz*‘-Bildung des im tibrigen aber ein- 
heitlich erscheinenden Flecks fiihren sollte. Immerhin gibt es analoge Erscheinungen 
auch bei der Papierchromatographie von Aminosauren, so z. B. die Bildung deut- 
lich abgegrenzter Flecken von Glutaminsiure-Hydrochlorid in Phenol, wobei der 
einen dem Hydrochlorid, der andere der freien Glutaminsiure zugehért; auch hier 
unterbleibt also das laufende Nachstellen des Gleichgewichts, das man erwarten 
sollte. 


c) Papier-Ionophorese 


Uber die ionophoretische Trennung der Adenosin-nucleotide in 
Filterpapier bei niedrigem Spannungsgefille (10 V/ecm) hatten Turba 
und Enenkel?’ schon friiher berichtet. Eine weitere Verbesserung der 
Trennscharfe und Verringerung der Versuchszeit brachte die Erhéhung 
des Spannungsgefilles*® auf 50—100 V/cm. Die verwendete Apparatur, 
die auch die Verarbeitung gréBerer Substanzmengen durch Verwendung 
ganzer Filterpapierbogen gestattet, ist in Abb. 4 wiedergegeben. In 21/, 
Stdn. gelingt in dieser Anordnung die Trennung von Adenosin, AMP, 
ADP und ATP; die letzten beiden Fraktionen liegen allerdings nahe 
beieinander. ITP wandert ihrem stirker sauren Charakter entsprechend 
weiter anodisch als ATP; allerdings ist der Unterschied nicht so groB wie 
zwischen AMP und IMP. 

In einer 401 Toluol bequem fassenden Glaswanne befinden sich 3 langliche 


Porzellanschalen mit der waBrigen Pufferlésung (n/10-Pyridinacetat-Puffer). Die 
Papierbogen (Schleicher & Schiill 2043b), an die man beiderseits Glasstreifen zur 


25> O. Snellmann u. B. Gelotte, Nature [London] 168, 461 [1951]. 

26 Vgl. A. S. Curry, Nature [London] 171, 1026 [1953]. 

27 F. Turba u. H. J. Enenkel, Naturwiss. 38, 189 [1951]. 

28 H. Michl, Mh. Chem. 82, 489 [1951]; B. Kickhéfen u. O. Westphal, 
Z. Naturforsch. 7b, 655 [1952]. 
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Beschwerung mit wei8em Baumwollzwirn annaht, werden in der Mitte gefaltet und 
iiber ein Geriist aus verschmolzenen Glasstaben von der Form eines spitzen Daches 
gehangt, nach Auftragen der Substanz in einem 1 mm breiten Querstrich mit Puffer 
gleichmaBig bespriiht und dann die Glastrager so in die mit Toluol gefiillte Wanne 
eingestellt, daB die Enden der Papierbogen in die Pufferschalen tauchen und das 
Papier véllig von Toluol bedeckt ist. An den Kohleelektroden liegt eine Gleich- 
spannung z. B. von 7000—8000 V (Stromdurchgang 20—60 mA). Die Glaswanne 
steht zweckmaBig in einem mit Eis gefiillten Blechbehalter; das Toluol wird wah- 
rend des Versuchs mittels eines durch eine entsprechende Bohrung der Glasdeck- 
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Abb. 4. Schematische Darstellung der Versuchsanordnung zur Hochspannungs- 
Ionophorese in Filterpapierbogen. 


S Sicherunzen Gl Gleichrichterréhre DCG 4/1000, 
V Voltmeter 180 Volt Philips Valvo 
R Widerstand 902, 3A M Milliamperemeter 250 mA 


T, Transformator 220 V — 7600 V E Anschliisse fiir Elektroden 
T, Transformator 220 V — 2,5 V Gw Glaswanne 50 Liter 
D Deckel mit Bohrungen 


platte eingefiihrten Glasriihrers dauernd in schwacher Bewegung gehalten. Es 
empfiehlt sich, den Trichter eines Kohlensdureléschers waihrend der Dauer des 
Versuchs auf die Apparatur gerichtet zu montieren. 

Bei Verwendung des angegebenen Pyridin-Acetatpuffers tritt sowohl Pyridin, 
wie auch Essigsdure im Lauf der Versuche mehr und mehr in die Toluolphase iiber. 
Man muB daher nach etwa 20 Versuchen das Toluol mit Siure, Lauge und Wasser 
auswaschen und am besten auch iiberdestillieren. 

Beim Trocknen der fertigen Ionopherogramme an der Luft oder schneller im 
Vak. iiber H,SO, und KOH wird das im Puffer enthaltene Pyridin so vollstandig 
entfernt, daB eine Lokalisation der Nucleotidflecken durch die Photoprint-Methode 
nicht gestort ist. 
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Die Fraktionierung durch die Hochspannungs-Papierionophorese 
hat sich bei uns in vielen Versuchen so gut bewahrt, daB sie routine- 
maBig zur Vortrennung von Gemischen biologischen Ursprungs fir die 
nachfolgende Papierchromatographie angewandt wird. 


III. Anwendungsbeispiele 


a) Darstellung von #P-markierter ATP auf biologischem 
Weg; Trennung an der Ionenaustauschersaule 

Zwei mittelgroBe Ratten, die je0,25 cem einer Lésung von **P, welche auf 1 cem 
0,5 mC und 1,2 mg KH,PO, als Trager enthielt, intramuskular injiziert bekamen, 
wurden nach 15 Stdn. getétet und enthautet. Das Muskelfleisch wurde durch einen 
Fleischwolf gedreht und in iiberschiissiger 30-proz. Trichloressigsiure suspendiert. 


ATP ADP AMP Start 


Vergleichslosung 


radioaktive ATP 


Anode 
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Abb. 5.*Papier-Ionophorese von *?P-ATP bei niederer Spannung (110 V/15 cm). 


Nach kraftigem Riihren wurde der Niederschlag abzentrifugiert und die iiberstehende 
Lésung in der Kalte mehrmals ausgeathert, um die Trichloressigsiure zu entfernen. 
Mit einer 20-proz. Quecksilber(II)-acetat-Lésung wurde die ATP ausgefallt, das 
Hg-Salz in 0,5-m. HCl in der Kalte gelést und mehrere Stunden Schwefelwasserstoff 
in die salzsaure Lésung eingeleitet. Das ausgefallene Quecksilber(II)-sulfid wurde 
abzentrifugiert, die tiberstehende Lésung mit 1l-m. NH, auf einen py von ungefahr 
8 eingestellt, und mit einer konz. Bariumchloridlésung das Bariumsalz der ATP 
gefallt. In 0,01-m. HCl léste sich der gréBte Teil des abzentrifugierten Ba-Nieder- 
schlages. Durch tropfenweise Zugabe einer konz. K,SO,-Lésung wurde alles Barium 
als Sulfat ausgefallt und abzentrifugiert, die Losung mit konz. Ammoniak auf 
Px 11,0 gebracht und auf eine Saule des fein gemahlenen, ausgeschlammten Harzes 
(2 cem) aufgegeben. Ein Fraktionssammler unterteilte das Eluat in 5-ccm-Por- 
tionen, in denen die Extinktion bei 2600 A gemessen wurde*®, Abb. la, b zeigt den 
Trennungsverlauf in Abhangigkeit von der py-Anderung des Eluats. Der Befund, 
daB dieser biologisch gewonnenen ATP etwas ADP beigemengt war, wird durch die 
Papierionophorese bestatigt (Abb. 5). 


29 Zur kontinuierlichen spektrophotometr. Messung des Eluats vegl. 
E. Volkin, J.X.Khym u. W.E. Cohn, J. Amer. chem. Soc. 78, 1533 [1951]. 
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b) Trennung der Adenin-Nucleotide des G- und F-Aktins 
durch Ionenaustausch-Chromatographie 

Das aus Aceton-Trockenpulver eines Muskels extrahierte Aktin 
liegt stets in seiner globuliren Form vor; es lat sich durch Zusatz von 
Neutralsalzen zum fibrillaren Aktin polymerisieren, wobei Magnesium- 
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Abb. 6. Trennung der Aktin-Nucleotide durch Ionenaustausch-Chromatographie 
an Amberlite IRA 400; a) G-Aktin, b) F-Aktin. 


Ionen aktivierend wirken?®. Durch Sulfhydrylgruppen blockierende Ver- 
bindungen wird dieser Polymerisationsvorgang reversibel gehemmt*®. 

Abb. 6, a und b, zeigen den quantitativen Gehalt eines Trichloressigsiure- 
Extraktes aus G- bzw. F-Aktin an ATP und ADP, bestimmt durch Ionenaustausch- 
Chromatographie* an Amberlit IR 4b; die Versuchsbedingungen entsprechen den 
unter 1. angegebenen. 

30 G. Kuschinsky u. F. Turba, Biochim. biophysica Acta 6, 426 [1951]. 

* Ein Teil der im UV absorbierenden Substanzmenge lauft durch die Saule; in 
der Ionophorese in Filterpapier bleibt diese am Aufgabeort; die Ninhydrinreaktion 
ist positiv. 
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Dialysiert man F-Aktin-Lésungen gegen dest. Wasser, so geht die 


fibrillare wieder in die globulare Form iiber, die allerdings nur dann aber- 
mals in die fibrillare tiberzugehen vermag, wenn der Dialysierflissigkeit 
ATP oder ADP zugesetzt wurde; andernfalls ist der Zusatz von Neutral- 
salzen nunmehr wirkungslos*!. 


Abb. 7 zeigt den Nucleotidgehalt von Aktin-Lésungen nach den beschriebenen 
Operationen (bestimmt durch Ionenaustausch-Chromatographie). 
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Abb. 7. Nucleotidgehalt von G- und F-Aktinlésungen, 
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Abb. 8. Photoprint nach einem Hochspannungs-Ionopherogramm eines Athanol- 
extraktes aus Tcru’a-Hefe. 65 V/cm, 20—25 mA. 


c) Trennung der bei 2600A absorbierenden Bestandteile 
eines Hefeextraktes durch Hochspannungs-Ionophorese bzw. 
Papierchromatographie 

20 mg eines Trockenpulvers, erhalten durch Lyophilisieren eines mit heiBem 
60-proz. Athanol hergestellten Extraktes aus Torula-Hefe, wurden in wenig Wasser 


31 F, Straub, Annu. Rev. Biochem. 19, 373 [1950]. 
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gelést und der Papierionophorese unterworfen; das Spannungsgefalle betrug 
65 V/cm, die Stromstarke 25 mA, die Versuchsdauer 21% Stdn. Zur Herstellung 
des Pyridin-Acetatpuffers vom py 6,45 versetzte man 4 ccm Eisessig in 850 ccm 
Wasser mit Pyridin bis zum gewiinschten py und fiillte auf 1/ auf. Abb. 8 zeigt 
die Lokalisation der im UV absorbierenden Zonen des Ionopherogramms. 
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Abb. 9. Papierchromatogramme der ionophoretisch vorgetrennten Fraktionen 1—7 
des Hefe-Extrakts (s. Abb. 8) in KH,PO,:Isoamylalkohol (absteigend chro- 
matographiert). 
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Abb. 10. Reinigung eines etwa 30-proz. Coenzym-A-Praparats. 
a) durch Papierchromatographie (Citrat: Isoamylalkohol), b) durch Hochspannungs- 
Ionophorese. (N = positive Reaktion mit Natriumnitroprussid), 
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Die Substanzen der mit 1—7 bezeichneten Zonen (Absorptionsmaximum bei 
2600 A) wurden absteigend in Isoamylalkohol/Phosphat* chromatographiert : 
Abb. 9 zeigt die Photoprints der einzelnen Chromatogramme sowie der zugehérigen 
Leitchromatogramme mit bekannten Substanzen. 

d) Abtrennung der Begleitstoffe eines et wa 30-proz. Coen- 
zym-A-Praparats*® durch Papierionophorese bzw. Papier- 
chromatographie 

Abb. 10, a und b, zeigt das Ionopherogramm und das Chromato- 
gramm (aufsteigend, Isoamylalkohol: Citrat) eines 30-proz. Coenzym-A- 
Priparats. Die beiden Hauptfraktionen zeigten Rotfirbung mit Natri- 
umnitroprussid, wobei die eine direkt, die andere erst nach Reduktion 
mit Kaliumcyanid reagierte. 


* Kine Vielzahl weiterer im UV absorbierender Komponenten eines wie oben 
beschrieben hergestellten Hefeextraktes gibt sich in Chromatogrammen der papier- 
ionophoretisch vorgetrennten, UV-absorbierenden Zonen in sek. Butanol: Amei- 
sensiure: Wasser 70:15:15 zu erkennen, also unter Bedingungen, unter denen 
Nucleotide praktisch nicht wandern. 

82 Vgl. die Reinigung von Coenzym A durch Ionenaustausch-Chromatographie 
an Dowex-! (erreichter Reinheitsgrad 60—65%), E. R. Stadtmann u. A. Korn- 
berg, J. biol. Chemistry 208, 47 [1953]; zur ionophoret. Trennung von S-acety- 
liertem Co-A s. Th. Wieland u. L. Rueff, Angew. Chem. 65, 186 [1953]. 


In-vitro-Versuche zum Einbau von “C-Mescalin 
und 14C-B-Phenyl-athylamin in Proteine 


IV. Mitteilung * 


Einbauversuche in Zellkerne, Mitochondrien, 
Mikrosomen und Cytoplasma 


Von 
Wolfram Block ** 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Hirnforschung, Abt. fiir klinische Psychiatrie 
und Konstitutionsforschung, Marburg (Lahn). Leiter: Dr. B. Patzig 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Juli 1953) 


Nachdem wir uns nach den in der vorigen Mitteilung beschriebenen 
Erkenntnissen einen Uberblick iiber Teilmechanismen des Einbau- 
vorganges machen kénnen, wobei mit grofer Wahrscheinlichkeit ein 
tinbauhemmfaktor entscheidenden Einflu8 auf den Vorgang nimmt, 
sollte untersucht werden, ob der Einbau in der Zelle in allen ihren 
Bestandteilen mit gleicher Starke abliuft, oder verschieden in Mito- 
chondrien, Mikrosomen, Kernen und Cytoplasma. 


* III. Mitt.: diese Z. 296, 1 [1954]. 
** Anschrift des Verfassers: Elmshorn/Holstein, Bauernweg 3. 
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m bei Fiir die hierfiir in Aussicht stehenden gréReren Versuchsreihen 
hiert : kam uns sehr zustatten, daB es méglich war, den Einbau auch in fliissiger 



































= Luft eingefroren gewesener Leber ablaufen zu lassen. Wir verwandten 
“a fiir die folgenden Versuche Rinderleber. Diese laBt sich zwar nicht als 
due. Gesamt-Homogenat nach dem Einfrieren wieder aktivieren wie Ratten- 
leber (III. Mitt.), die Zellfraktionen sind jedoch zum Einbau fahig (s. u.). 

- Bei den unten zu beschreibenden Einbauversuchen in isolierte Zellkerne 
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Abb. 1. Aktivitét der Aminoxydase in Zellkernen (a), Mitochondrien (b) und 
Mikrosomen (c), die aus in fliissiger Luft eingefrorener Rinderleber gewonnen 
wurden. 

Abszisse: Zeit in Minuten, Ordinate: mm* aufgenommener Sauerstoff. 
Jeder Ansatz der drei Fraktionen besaB 20 mg + 2 mg TrockeneiweiB. 
Gefiillte MeBpunkte = Leeratmung, leere MeBpunkte = Sauerstoffverbrauch bei 
Mescalinzusatz (1 mg/cem) abziiglich Leeratmung. Dreieckige MeBpunkte = Sauer- 
stoffverbrauch bei /-Phenyl-aéthylamin-Zusatz (1 mg/eem) abziiglich Leeratmung. 


zeigte sich gegeniiber den Versuchen mit Miauseleberhomogenat (I. Mitt.), 
daB ein gréBerer Teil der Radioaktivitaét des Zellkernproteins nach der 
Hydrolyse nicht als Mescalin (ME), sondern als Trimethoxyphenyl- 
essigsiure (TME) erscheint, die aber nicht, wie gezeigt werden wird, 
auf urspriinglich eingebaute TME zuriickzufiihren ist. Die nachtrag- 
liche Veraénderung des Amins am Eiweif steht nicht im Gegensatz zur 
Fragestellung der Aufklarung des Reaktionsmechanismus des Einbaues 
len von Aminen in Proteine. 


Au Die benétigten Zellfraktionen wurden nach der im Versuchsteil 
ein beschriebenen fraktionierten Zentrifugiertechnik von Schneider und 
nt, Hogeboom! mit geringer Modifizierung hergestellt. 

en Wir priiften zunichst, welche Aktivitiiten die Amin- und ,,Mescalin- 
to- oxydase‘‘ (s. IT. Mitt.?) in den einzelnen Fraktionen aufweisen (Abb. 1). 


1 G. H. Hogeboom, W.C. Schneider u. G. E. Pallade, J. biol. Chemistry 
172, 619 [1948]; W.C. Schneider, J. biol. Chemistry 176, 259 [1948]. 
2 Diese Z. 294, 49 [1953]. 
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Zellkerne besitzen demnach fast keine ,,Mescalinoxydase“- und nur 
schwache Aminoxydase-Aktivitét. Die Mitochondrienfraktion zeigt da- 
gegen sehr ausgeprigte Aminoxydaseaktivitat, ebenfalls die Mikro. 
somenfraktion. 

Beim Priifen der einzelnen Fraktionen auf ihre Einbaufahigkeit 
gegeniiber ME sollte sich zunichst kein Einbau zeigen, da ja in fliissiger 
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Abb. 2. Einbau von 'C-Mescalin unter verschiedenen Bedingungen in Zellkerne, 
Mitochondrien, Mikrosomen und Cytoplasma, gewonnen aus in fliissiger Luft 
eingefrorener Rinderleber bei py 7,3. 


Luft eingefroren gewesene Leber auch keinen Einbau zeigt (III. Mitt.). 
Zu unserer Uberraschung erhielten wir jedoch sehr starken Einbau in 
die Kernfraktion. Dieser Einbau lieB sich durch Erhitzen auf 55°C 
kaum noch steigern und zeigte nur wenig Anderung bei Zusiitzen, die 
sonst starke Aktivierung hervorriefen. Unter Stickstoff wurde kein 
Einbau erzielt. Ganz anders verhielten sich die Mitochondrien und 
Mikrosomen. Ohne Vorbehandlung gelang kein Einbau, wie es auch 
der Erwartung entsprach; es wurden aber die gleichen Impulse wie bei 
der Kernfraktion gemessen, wenn auf 55° C erhitzt wurde oder Tyramin 
und Eisen zugesetzt wurden. In Cytoplasma hingegen lieB sich nur sehr 












































(1954) Bd. 296 (1954) Einbau von “C-Mescalin und 'C-f-Phenyl-athylamin 111 
1 nur schwacher Einbau durch Zusatz der Citrat + Fe++-Kombination er- 
t da- reichen (Abb. 2). 
ikro- Wir glauben aus diesen Versuchen schlieBen zu diirfen, daB der 
schon mehrmals geforderte Hemmfaktor in den Rinderleberzell-Kernen 
okeit iiberhaupt nicht vorhanden ist, sondern in den Mitochondrien und viel- 
siger leicht auch im Cytoplasma lokalisiert ist, wie weiter unten zu sehen 
sein wird. 
— _ Jmp./min 
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7 Abb. 3. Einbau von “C-f-Phenyl-aéthylamin und ™“C-Mescalin in Zellkerne, ge- 
in. wonnen aus in fliissiger Luft eingefrorener Rinderleber, unter verschiedenen 
hr Zusatzen bei py 7,3. 
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Es wurden daraufhin die wichtigsten Aktivierungs- und Hemm- 
versuche (IIT. Mitt.) mit ME und £-Phenyl-athylamin (PHA) an Rinder- 
leber-Zellkernen ausgefiihrt (Abb. 3). 

In dieser Versuchsanordnung kénnen ohne EinfluB des 
Einbauhemmfaktors Einbauvorginge durchgefiihrt werden. 
Wir sehen in dem in der Abb. 3 dargestellten Ergebnis eine Bestatigung 
dessen, was wir in der letzten Mitteilung hypothetisch forderten, dal 
nimlich die meisten der dort gefundenen Aktivititen tatsichlich auf 
Ausschaltung eines Hemmfaktors zuriickzufiihren sind. 

Ascorbinséure erweist sich jedoch als echter Einbauhemmstoff, 
ebenfalls Mangan (schwach) und a,x«’-Dipyridyl (schwach). Weitere 
Hemmstoffe sind Cyankali, Ammoniumsulfat, sogar ATP, Cozymase und 
Kathepsin. 

Der Zusatz von PHA (nicht radioaktiv) hemmt jetzt den Einbau 
von 4C-Mescalin stark, wie es nach den in der I. Mitt. berechneten 
Konstanten gefordert wird, da die Affinitaét vom PHA zum Ferment 
groBer ist als die vom ME. Umgekehrt ist kein EinfluB ersichtlich. An 
Gesamtleberhomogenaten wurden friiher andere Ergebnisse durch das 
Eingreifen des Hemmfaktors erhalten (I. Mitt.). 

Auch die friiher beobachtete Selbstaktivierung, die auf eine Wirkung 
des Hemmfaktors zuriickgefiihrt wurde, tritt nun nicht mehr auf. 
Entfernung der Nucleinséiuren nach dem Einbau steigert die Aktivitat 
des Proteins etwas, woraus sich schlieBen laBt, daB der Einbau nicht 
an den Nucleinsiuren erfolgt, da sonst die Radioaktivitaét bei deren 
Entfernung absinken miiBte. Als scheinbar echte, aber nur sehr schwach 
wirksame Aktivatoren verbleiben somit nur Tyramin, Citrat + Fet++. Wir 
mdéchten jedoch offen lassen, ob dies wirklich echte Aktivierungen sind, 
da sie auch durch geringe Verunreinigungen durch intakte Zellen ver- 
ursacht sein kénnten, bei denen der Hemmfaktor noch ausschaltbar ist, 
obwohl unter dem Phasenkontrastmikroskop nur sehr selten intakte 
Zellen beobachtet werden konnten. 

Das Vorhandensein eines Hemmfaktors in den Mitochondrien 
wurde durch folgende Versuche gepriift: 

Zellkerne miiBten durch geringen Zusatz der Mitochondrienfraktion 
verminderten Einbau zeigen. Dies war der Fall, wie aus Abb. 4 zu er- 
kennen ist. 

Ferner wurde auch eine etwa gleich starke Hemmung des Zellkern- 
einbaues durch Zusatz der gleichen (Eiweil-)Menge Cytoplasma ge- 
funden. Der Hemmfaktor schien also auch im Cytoplasma aufzutreten. 
Demnach miiBte auch in der Plasmafraktion allein durch Erhitzen auf 
55° C ein Einbau méglich sein, falls der zum Einbau notwendige Ferment- 
komplex auch dort vorhanden ist. Es wurde kein Einbau beobachtet. 

Nach Ammoniumsulfatfraktionierung des Plasmas und anschliefen- 
der Dialyse der Fraktionen ergaben jedoch zwei Fraktionen (die anderen 
konnten wegen zu geringer EiweiBmenge nicht gepriift werden) einen 
starken Einbau, der nach Erhitzen auf 55° C nicht mehr ablief (Abb. 4). 
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Abb. 9. Radioautographie eines Papierchromatogrammes von partiellen Kern- 
eiweiBhydrolysaten. Die Zellkerne wurden zum Einbauversuch statt mit 0,025 mg 
MC-Mescalin mit 1 mg behandelt (6 uC). 10mg des erhaltenen TrockeneiweiBes 
zahiten 40000 Impulse/Minute. Nach den im Radioautogramm angegebenen 
Hydrolysezeiten von je 3 mg TrockeneiweiB mit 0,25-n. Bariumhydroxydlésung 
im abgeschmolzenen Réhrehen wurde mit Schwefelsiure neutralisiert, abzentri- 
fugiert und eingedunstet. Nach dem Wiederauflésen in wenig Wasser wurde am 
Startpunkt aufgetragen und mit Butanol-EKisessig-Wasser 4:1:5 aufsteigen 
gelassen. In der Mitte: zum Vergleich reines “C-Mescalin. Entwicklungsdauer 
der Radioautographie: 3 Wochen. 
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Abb. 10. Dasselbe Papierchromatogramm wie Abb.9 nach der Entwicklung mit 
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Wir machten daraufhin einen Versuch mit frischem Rattenleber- 
homogenat, das 24 Stdn. gegen Wasser bei einem Ausgangs-pq von 5,7 
dialysiert worden war. Das hierzu bendtigte Homogenat wurde her- 
gestellt aus: 0,25 g Rattenleber, 0,006 ccm Ringer-Lésung, 0,006 ccm 
m/5-Phosphatpuffer, py 5,6. Nach der Dialyse wurden etwa 0,5 cem 
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Abb. 4. Einbau von !C-Mescalin in Zellkerne, gewonnen aus in fliissiger Luft ein- 
gefrorener Rinderleber, unter Zusatz der Mitochondrien- und Cytoplasmafraktion. 
TE = TrockeneiweiB. 


Homogenat erhalten. Hierbei wurden nach dem Einbauversuch Impulse 
erreicht, wie sie sonst nur mit stiarksten Aktivatoren erzielt worden 
waren. Das Erhitzen des Dialysates auf 55°C lieB den Einbau auf die 
Hohe abfallen, die sonst durch Erhitzen auf 55°C ohne Dialyse er- 
reicht wird (Abb. 4, letzte Spalte). 

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, daf im Plasma ein weiterer, 
diesmal dialysabler Hemmfaktor zu suchen ist. Zwei Versuche lassen 
sich aber nicht restlos aufkliren: 
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1. Warum wird der Dialysiereffekt durch 55°C Erhitzung gewisser- 
maBen riickgingig gemacht ? 
2. Warum wird kein Einbau in dialysiertes Gesamtplasma erhalten ? 
Als Erklarungsmoglichkeit kénnte angefiihrt werden, da8B der 
Einbauvorgang in strukturlose Plasmafraktionen sehr empfindlich gegen 
Erhitzen geworden ist, wahrend er in den Kernen hierdurch weniger 
leicht angreifbar ist. 
Weiterhin wurde ein Versuch mit frischem Rattenleberhomogenat 
durchgefihrt (py 7,3, Zusatz von 0,005-m. Fe++ als Aktivator mit 
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Abb. 5. Zeitabhangigkeit des Einbaues von “C-f-Phenyl-athylamin (a) und von 
M4C.Mescalin (b) in Zellkerne, gewonnen aus in fliissiger Luft eingefrorener Rinder- 
leber. py 7,5, Gasphase: O,, Dauer: 4h. 


0,25 mg MC-Mescalin = 0,4 uC), das nach dem Einbau in Cytoplasma 
und unlésliches Eiwei® durch Verdiinnung und anschlieBendes Zentri- 
fugieren bei 12000 g aufgeteilt wurde. Die so erhaltenen EiweiSmengen 
verhielten sich wie 1:1, wahrend sich die Einbauquote unldsliches 
EiweiB/léslichem EiweiB wie 2:1 verhielt. Es werden also auch im 
Gesamthomogenat die festen Zellbestandteile vom Einbau bevorzugt. 

Abb. 5 zeigt die Zeitabhingigkeit des Einbaues in die Zellkerne. 
Die in den Ordinaten angegebenen Impulse erscheinen gegeniiber denen 
in alteren Versuchen mit Gesamthomogenat unverhaltnismaBig hoch. 
Dies ist nur zu einem kleinen Teil auf vermehrten Einbau in Kerne oder 
andere Fraktionen zuriickzufiihren, wie Abb. 6 zeigt. Es ist hier die 
Abhangigkeit des Mescalineinbaues von der zugesetzten Kern- und 
somit EiweiBmenge aufgetragen. Man erkennt das starke Ansteigen der 
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ser- Impulse beim Ubergang zu niedrigen EiweiSmengen. Da unsere Ver- 
suche mit den geringsten, eben noch gut aufzuarbeitenden Eiweib- 
en ? mengen ausgefiihrt wurden (20mg + 2mg Trockeneiweif), ist die 
der Vermehrung der gemessenen Impulse verstindlich. 
gen Abb. 7 gibt den schon friiher beim Gesamthomogenat (I. Mitt.) 
iger durchgefiihrten Versuch mit Gasphasenvariation wieder, der zeigen soll, 
£ 200 
nat 4 
mit So 
& 
ial 
Abb. 6. Abhangigkeit des Einbaues 
von #4C-Mescalin in Zellkerne von der 
Zellkernmenge. Abszisse: mg Trocken- 
100- eiweiB /Versuch. 
20 30 40 50 
—— mg/ccm 
daB der Sauerstoff nicht direkt zum Einbau benotigt wird, sondern 
durch ihn eine zum Einbau notwendige Substanz entsteht, deren Bildung 
man auch zeitlich vor den Einbau legen kann. Man erkennt, da nach 
6-stdg. Schiitteln unter Sauerstoff ohne ME ein Einbau nun auch unter 
—>—Jmp./min 
100 200 300 
on. Normalansatz, 9h (O,) 
‘il 6h (O,), dann Mescalin; 
Oz 
6h (O,), dann Mescalin; Abb. 7. Einbau von ™“C-Mescalin in 
a Ny Zellkerne unter verschiedenen Gas- 
i- Sc caimaneas 6h oe phasen. Gesamtversuchsdauer: 9h. 
" ciate Dadian tial Erklarung siehe Text. 
" 6h (N,), dann Mescalin; 
n 6h (N,), sien Mescalin; 
: = 
,, Stickstoffatmosphire ablauft, und zwar genau so gut wie unter Sauer- 
n stoff in derselben Zeit (3 Stdn.). Vorschiitteln unter Stickstoff liBt 
" keinen spiteren Einbau unter Stickstoff zu, sondern nur unter Sauer- 
r stoff. Dieser Versuch erscheint iibersichtlicher als der friihere mit 
e Gesamthomogenat ausgefihrte, da friiher Einfliisse des Hemmfaktors 
1 auftraten. Der mit PHA. ausgefiihrte Versuch ergibt iibereinstimmende 
r Ergebnisse. 
8* 
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Abb. 8. py-Aktivitaétskurve des C-Mescalineinbaues in Zellkerne aus in fliissiger 
Luft eingefrorener Rinderleber. a = Versuch mit ‘4C-$-Phenyl-athylamin. Die 
gestrichelte Kurve gibt den Mescalinversuch unter Stickstoffatmosphare wieder. 


Abb. 8 zeigt die p,-Aktivitaétskurve fiir den Zellkerneinbau, die 
sich weit in das alkalische Gebiet, wahrscheinlich durch Loslésung von 
den Wirkungen des Hemmfaktors, verschoben hat. 


Partielle Zellkernprotein-Hydrolyse nach dem Einbau von 
MC-Mescalin ; 
Mit der Zellkernfraktion besaBen wir jetzt die Méglichkeit, einen 
Versuch in vitro durchzufiihren, der unbeeinfluBt durch Aktivatoren- 
zusatze eine gréBere Menge Mescalin aufzunehmen vermochte, als wir 
es bisher erreichen konnten. Damit hatten wir gleichzeitig die Méglich- 
keit in der Hand, zu partiellen Hydrolysaten des EiweiBes zu gelangen, 
die geniigend radioaktiv waren, und schon nach verhiltnismaiBig kurzer 
Zeit (3 Wochen) nach der Anfertigung der Papierchromatogramme 
radioautographisch auswertbar waren, um die Art und Festigkeit der 
Bindung des Amins an das Eiwei$ niher untersuchen zu kénnen. 
Wir erhielten dabei folgendes Ergebnis: Wie aus dem Radio- 
autogramm der Papierchromatographie der partiellen EiweiBhydrolysate 
zu ersehen ist (Abb. 9*), erscheint schon nach 5 Min. Hydrolysedauer 
Trimethoxyphenylessigséure (TME), die mit der Isotopenverdiinnungs- 
methode sichergestellt wurde. Zunichst ist noch sehr wenig Mescalin 
(ME) neben stark ausgeprigten Flecken zu erkennen, die nach lingerer 
Hydrolysedauer fast vollsténdig auf Kosten eines dicht unter dem ME 
liegenden Fleckes und auf Kosten von ME und TME verschwinden. 


* Abb. 9 v. 10, s. Tafel, S. 112 au. b. 
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Sie weisen auf Peptide oder Ester der radioaktiven Stoffe hin. Das 
Auftreten einer verhiltnismaBig groBen Menge TME gegeniiber ME in 
Rinderleberzellkernen im Gegensatz zu Mauseleberhomogenat (I. Mitt.) 
erscheint zunidchst unerklarlich. 

Wir erinnern, da in der II. Mitteilung gezeigt wurde, daB die 
,.Mescalinoxydase*‘ die aus ME die TME bildet, keinen direkten Einflu8 
auf den Einbauvorgang zu haben scheint. Ferner ist gerade in der Zell- 
kernfraktion, in der der Einbau besonders leicht und gut ablauft, nur 
sehr wenig Aminoxydase vorhanden (Abb. 1). Somit kann also die TME, 
die in dem Radioautogramm erscheint, nicht durch Abbau von ME und 
darauf folgenden Einbau der TME in das Eiweif gelangt sein. Dazu 
kommt, da neben der Unméglichkeit des Auswaschens der Radio- 
aktivitét aus dem Protein mit inaktiven ME- und TME-Losungen auch 
der Zusatz von gréBeren Mengen inaktiver TME (1 mg/ccm) zu den 
4C.ME-Einbauversuchen (0,025 mg/cem) keinen EinfluB hat. Wirde die 
TME nach ihrer Bildung aus ME eingebaut werden, so miiBten durch 
die starke Verdiinnung mit inaktiver TME keine oder nur sehr wenig 
Impulse im Protein meBbar sein. 

Der folgende hypothetische Reaktionsmechanismus des Einbaues 
wiirde in guter Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen stehen und 
auch den bisher unerklirlichen Sauerstoffbedarf des Einbauvorganges 
erklaren. 


R-CH,-CH,-NH, Schawinceee — R-.CH,-CH: NH s H,0, 
0. R.CH,-CHO + NH, 


CH,-CH,-CO-NH — ——-— | 
l | 


R-CH,-CHO + H,N-CH Protein 
CO-NH-CH,-CH,—- ——| 
z | 
Ch Chey =I 
Y | | | 
R.CH,-CH:N-CH | Protein =: R-CH,-CH,-N:CO | Protein 
| | | 
CO-NH CO-NH — — | 
| Hydrolyse: | 
| cho = | Cha => 
| | 
R.CH,-CHO + H,N-CH R-CH,-CH,-NH, + CO 
| | 
CO-NH—— CO.NH — ~— 


R-CH,.CO,H 


Sedat H 
ye 6**5 
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Nach diesem Schema wiirde zunichst unter der Wirkung von 
Aminoxydasen aus dem Amin ein Aldehyd gebildet werden, der teil- 
weise von freien Aminogruppen des Proteins unter Bildung einer 
Schiffschen Base abgefangen wird. Die Hydrolyse liefert dann ent- 
weder den Aldehyd zuriick, der leicht der Oxydation zur Saure unter- 
liegt, oder es wird das urspriingliche Amin wieder abgespalten, dessen 
Aminogruppe jetzt aber aus dem Protein stammt. Hiermit ware das 
Auftreten von TME zusammen mit ME nach der Hydrolyse erklarbar. 
Berechnet man die zur Einleitung der Reaktion notwendige Amin- 
oxydase-Aktivitaét, so gelangt man zu Werten, die weit unter den mit 
den tiblichen Methoden nachweisbaren GréSenordnungen liegen (Zell- 
kerne!). Das ist auch der Grund, weshalb wir in der vorhergehenden 
Mitteilung keinen ,,direkten Zusammenhang“ zwischen Aminoxydase- 
Aktivitét und Einbauvorgang auffinden konnten. 


Diskussion 


Wir k6nnen aus den Kerneinbauversuchen schlieBen, daB ein Einbau 
von Aminen in nicht denaturierte Proteine grundsatzlich, und zwar tiber- 
raschend leicht und in allen Teilen der Zelle, méglich ist. DaB trotzdem 
in vivo und in Gesamthomogenaten der Einbau unter physiologischen 
Bedingungen nur sehr schwer méglich ist, liegt nicht an der Unmdglich- 
keit des Vorganges an sich, sondern an den das EiweiB schiitzenden 
Hemmfaktoren, die diesen offenbar physiologisch nicht erwiinschten 
Vorgang zu unterbinden vermégen. Am besten geschiitzt erscheint in 
Rinderleberzellen das Cytoplasma, dann folgen die Mitochondrien und 
Mikrosomen, wihrend der Zellkern schutzlos diesen Vorgangen preis- 
gegeben zu sein scheint, wenn das Amin einmal bis zu ihm vorgedrungen 
ist. Wir méchten diese Tatsache zur Diskussion stellen, ohne auf die 
sich hieraus ergebenden Folgerungen, die sich auch auf das Krebs- 
problem erstrecken®, eingehen zu wollen. 


Frither stellten wir fest (III. Mitt.), da&B das Phosphorylierungs- 
system nicht zum Einbau benétigt wird. Ferner wurde gefunden, daB 
sowohl die Glykolyse als auch das Atmungssystem ebenfalls nicht not- 
wendig waren. Diese Befunde stehen im Einklang mit dem beobachteten, 
leicht ablaufenden Einbau in Rinderleber-Zellkerne, die besonders nach 
neueren Untersuchungen die hierzu notwendigen Fermentsysteme nicht 
oder nur unvollstandig besitzen*. Die Mitochondrien hingegen weisen das 
vollsténdige Phosphorylierungs- und Atmungssystem auf. Die Glykolyse 
lauft in dem strukturlosen Plasma ab. Wenn eines dieser Systeme 
wirklich zum Einbau notwendig gewesen wire, so diirfte dieser nicht 
in isolierten Zellkernen ablaufen. Nach den Untersuchungen von 





3 E.C. Miller u. J. A. Miller, Cancer Res. 12, Nr. 8, 547 [1952]. 
4 K. Lang, G. Siebert u. G. Rossmiiller, Naturwiss. 40, 293 [1953]. 
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Siebert, Lang und Mitarbb.5, die in jiingster Zeit besonders den 
EiweiBstoffwechsel der Zellkerne untersuchten, ist es fraglich, ob in 
isolierten Zellkernen eine vollstaéndige Proteinsynthese abzulaufen ver- 
mag. Die Moéglichkeit hierzu ist nicht grundsatzlich auszuschlieBen, 
da Glutaminsiure-Dehydrogenase nachgewiesen wurde, so daf durch 
die hierdurch méglichen Transaminierungsvorginge neue Aminosduren 
aufgebaut werden kénnten. 


Nicht méglich sind in den Zellkernen: Umpeptidierungen und 
Peptidbildungen aus Aminosiureestern. Ferner fehlen alle Fermente 
der Aminosdureoxydierung. 

Trotzdem erhalten wir in den Kernfraktionen eine starke Radio- 
aktivitat, die darauf schlieBen 148t, daB der Amineinbau einen direkten, 
fermentativ bedingten Angriff des Amins auf das Protein darstellt. 


Bei der Berechnung, wieviel der zugesetzten #C-ME Menge in die 
Zellkerne eingebaut wird, ergibt sich (Versuch, der zur Radioauto- 
graphie ausgewertet wurde), daB etwa 16%, von den Kernen auf- 
genommen wird. Wiirde man die gesamte aufgenommene Radioaktivitat 
auf Mescalin und TME beziehen, so bestiinde das EiweiB zu etwa 0,8% 
aus diesen Stoffen. 

Vergleicht man den Einbau von Aminen mit dem von Aminosauren 
in Proteine, so erkennt man wiederum, daB diese beiden Vorgiange zwei 
vollkommen verschiedenen Reaktionsmechanismen folgen miissen. 
Siekewitz® findet im Gegensatz zu uns, daB Mikrosomen die meisten 
Aminoséuren von allen Fraktionen aufnehmen. Ferner ergibt die 
Kombination zwischen Mitochondrien und Mikrosomen den stiarksten 
Einbau. Kerne bauen nur sehr schwach ein. Hemmung der Phos- 
phorylierungsvorginge hemmt auch den Einbau. Auch Borsook’ 
findet bei Aminosiuren im Gegensatz zu uns gerade einen Beschleuni- 
gungsfaktor in der Nichtproteinfraktion des Plasmas. 


Beschreibung der Versuche 


Darstellung der Zellfraktionen 


Alle beschriebenen Vorginge werden bei 0°C ausgefiihrt. 10g nicht voll- 
stindig aufgetaute Rinderleber werden in méglichst kleine Stiicke geschnitten und 
mit llccm 0,25-m. Zuckerlésung im Potter-Elvehjem-Homogenisator 2 Min. 
schonend homogenisiert. In einem Mixgerit wird der empfindliche Hemmfaktor 
zerstért, so daB auch in Mitochondrien und Mikrosomen sofortiger Einbau erzielt 
wird. Darauf wird das Homogenat mit 80 ccm 0,25-m. Zuckerlésung versetzt 
und 30 Sek. in kleineren Portionen homogenisiert. Im Anschlu8 wird durch ein 
Leinentuch filtriert und fraktioniert. 


5 G. Siebert, K. Lang, L. Miller, S. Lucius, E. Miller u. E. Kiihle, 
Biochem. Z. 328, 532 [1953]. 

6 P. Siekewitz, J. biol. Chemistry 195, 549 [1952]. 
7 H. Borsook und Mitarbb., J. biol. Chemistry 196, 686 [1952]. 
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Schema der Fraktionierung 
10 Min. bei 700g zentrifugieren. 


Bodenkérper: mit 40ccm 0,25-m. 
Zuckerlsg. verriihren, 8 Min. bei 700 g 

_ zentrifugieren. 

Uberstehendes: verwerfen. 

Bodenkérper: mit 40 ccm Zuckerlsg. 
verriihren, 8 Min. bei 700 g zentri- 
fugieren. 

Uberstehendes: verwerfen. 

Bodenk6érper: mit 40 ccm Zuckerlsg. 
verriihren, 8 Min. bei 700 g zentri- 
fugieren. 

Uberstehendes: verwerfen. 

Bodenkorper: mit 8 ccm Ringerlsg. ver- 
riihren, 10 Min. bei 3000 g zentri- 

_ fugieren. 

Uberstehendes: verwerfen. 

Bodenk6rper: Kerne (etwa 185 mg 
TrockeneiweiB). 


Uberstehendes: 8 Min. bei 700 g zentri- 
fugieren. 

Bodensatz: verwerfen. 

Uberstehendes: 8 Min. bei 700 g zentri- 
fugieren. 

Bodensatz: verwerfen. 

Uberstehendes: 10 Min. bei 12000 4 

_, zentrifugieren. 

Uberstehendes : Mikrosomen, siehe weiter 
unten. 

Bodensatz: mit 12 ccm Zuckerlsg. ver- 
riihren, 10 Min. bei 12000 g zentri- 

__ fugieren. 

Uberstehendes: verwerfen. 

Bodensatz: mit 4 ccm Ringerlsg. ver- 
riihren, 30 Min. bei 12000 g zentri- 
fugieren. 

Uberstehendes: verwerfen. 


Bodensatz: Mitochondrien (etwa 
175 mg TrockeneiweiB). 
Mikrosomen. 


Uberstehendes (siehe weiter oben): 5 Min. bei 12000 g zentrifugieren. 
Bodensatz: verwerfen. 

Uberstehendes: 60 Min. bei 12000 g zentrifugieren. 

Uberstehendes: Cytoplasma (etwa 620mg TrockeneiweiB). 

Bodensatz: mit 5 cem Ringerlésung verriihren, 30 Min. bei 12000 g zentrifugieren. 
Uberstehendes: verwerfen. 

Bodensatz: Mikrosomen (etwa 140mg TrockeneiweiB). 

Die Priifung der drei so erhaltenen Fraktionen unter dem Phasenkontrast- 
mikroskop ergab: 

Kerne: tiberwiegend intakte Zellkerne, vereinzelt Erytrocyten, wenig Triimmer 
und Stroma, keine Mitochondrien, ganz selten intakte Zellen. 

Mitochondrien: zellkernfrei, homogen. 

Mikrosomen: vollstaéndig homogen. 

Zu den Versuchen wurde die Kernfraktion mit 1,5 com Ringerlésung versetzt, 
die Mitochondrienfraktion mit 1 ccm und die Mikrosomenfraktion mit 0,5 ccm. 

Nach dem Verriihren wurden fiir jeden Versuch wie bisher 0,5 cem der so 
erhaltenen Suspensionen verwendet, die dann 20mg -+2mg_ TrockeneiweiB 
enthielten. 

Fiir die Versuchsreihen, die ausschlieBlich Zellkerne erforderten, wurde 
jeweils ein Ansatz mit 30g Rinderleber ausgefiihrt, der ausreichende Zellkerne 
zum Fiillen von 14 Warburg-GefaBen lieferte. 

Die Versuchsdauer betrug wie immer 4 Stdn. und die Temperatur 37°C. 
Die Gasphase war Sauerstoff. Es wurden 0,025 mg C-Mescalin = 0,04 uC oder 
0,044 mg “C-f-Phenyl-athylamin = 0,16 uC fiir jedes GefaB verwendet. Die 
Einzelheiten der Versuchszusammenstellung und das Auswaschen des Proteins 
nach der Fallung mit Trichloressigsiure wurde ausfiihrlich in der I. Mitt. be- 
schrieben*. Der Test auf Aminoxydase wurde in der II. Mitt. beschrieben®. 

Fiir die Cytoplasma-Einbauversuche konnte nicht das nach dem oben be- 
schriebenen Zentrifugieren anfallende, sehr verdiinnte Cytoplasma benutzt werden. 
Hierfiir wurde gewéhnliches Homogenat 1: 1 (Ringerlésung) mit weiteren 0,8 ccm 
Ringerlésung/eem Homogenat homogenisiert und dann 60 Min. bei 12000 g zentri- 


8 Diese Z. 294, 1 [1953]. 
® Diese Z. 294, 49 [1953]. 
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fugiert. Das Uberstehende, das vorsichtig mit einer Pipette entnommen wurde, 
wurde zum Einbau verwendet und entspricht dann ebenfalls etwa 20 mg Trocken- 
eiweiB/0,5 ccm. 

Da durch die Dialyse eine Verdiinnung eintritt, muBte zu den Dialysat- 
einbauversuchen etwas mehr EiweiBlésung verwendet werden. Durch den nach 
der Trichloressigsiurefallung folgenden Auswaschvorgang erhielten wir bisweilen 
weniger als 10 mg Trockeneiweif zur Impulsmessung. In diesem Falle wurde 
unter Verwendung einer Selbstabsorptions-Eichkurve auf 10 mg umgerechnet. 

Die Dialysen wurden ohne Pufferzusatz bei 0° C gegen dfter ausgewechseltes 
destilliertes Wasser ausgefiihrt. 

Frau Elisabeth Schneider méchten wir fiir ihre gewissenhafte Mithilfe 


- bei der Durchfiihrung der gesamten Versuche danken. 


Zusammenfassung 

Es wird die Existenz eines Einbauhemmsystems in Mitochondrien und 
Mikrosomen aus Rinderleber nachgewiesen, das den Einbau von Aminen 
in Proteine fast vollstindig zu hemmen vermag. Ob dieser Hemm- 
faktor ein dialysables Co-Ferment benétigt, 1a8t sich noch nicht sicher 
entscheiden. Die Versuche deuten aber darauf hin, daB evtl. ein zweiter 
Hemmfaktor mit dialysablem Co-Ferment im Plasma vorhanden ist. 

Der Einbau von Aminen scheint grundsitzlich und iiberraschend 
leicht in nicht denaturierte Proteine erfolgen zu kénnen. Die Hemm- 
faktoren lassen diesen offenbar physiologisch nicht erwiinschten Vorgang 
in vivo nur schwer oder tiberhaupt nicht ablaufen. Am besten geschiitzt 
erscheint in der Rinderleber das Cytoplasma, dann folgen die Mito- 
chondrien und die Mikrosomen, wahrend der Zellkern keinen Schutz 
zu besitzen scheint. Dies wird zur Diskussion gestellt ohne auf die sich 
hieraus ergebenden Folgerungen, die sich auch auf das Krebsproblem 
erstrecken, einzugehen. 


Uber das Verhalten von d-Glucosamin in waBrigen Lisungen 
Von 
Kurt Heyns, Christa-Maria Koch und Wolfgang Koch 
Aus dem Chemischen Institut der Universitat Hamburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. August 1953) 


Obwohl das d-Glucosamin als Bestandteil zahlreicher Bau- und 
Geriistsubstanzen und in funktioneller Hinsicht eine wichtige Kolle 
spielt, sind die Kenntnisse tiber sein Verhalten sowie tiber seine biolo- 
gische Bildung bis heute nur gering. 

Im AnschluB an die Arbeiten friiherer Autoren! 2 befaBten wir uns 
mit der enzymatischen Oxydation von Glucosamin®. Dabei zeigten 

1 B. Kisch, Biochem. Z. 267, 32 [1933]. 

2 C. Lutwak-Mann, Biochem. J. 35, 610—626 [1941]. 

3 G. Ledderhose, diese Z. 2, 213[1878]; Ber. dtsch. chem. Ges. 9, 1200 [1876]; 
G. Blix, in F. Hoppe-Seyler u. H. Thierfelder, Handbuch d. physiol. u. 
pathol. chem. Analyse 10. Aufl., im Druck; K. Heyns, ebenda; R. Kuhn, Angew. 
Chem. 64, 493 [1952]. 
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Messungen an der Warburg-Apparatur, dai waBrige Lésungen von 
Glucosamin im neutralen und alkalischen py-Bereich auch ohne Enzym- 
zusatz Sauerstoff aufnehmen. Nahere Untersuchungen iiber diese Be- 
obachtung fiihrten zu folgenden Ergebnissen : 

a) WaBrige Lésungen von Glucosamin sind im neutralen und alka- 
lischen Bereich autoxydabel. Die Geschwindigkeit der Sauerstoffauf- 
nahme steigt mit zunehmendem pq (Tab. 1). WaBrige Lésungen von 
Glucosamin-Hydrochlorid sind dagegen weitgehend bestindig (s. unten); 
das gleiche gilt von N-Acetylglucosamin. 

b) Der Effekt wird durch Anwesenheit von Phosphat-Ionen 
wesentlich gesteigert und tritt iiberraschenderweise dann auch bereits 
im schwach sauren Bereich auf. Die Sauerstoffaufnahme wird durch 
wachsende Phosphatkonzentration beschleunigt (Tab. 1 u. 2). 


Tab. 1. Abhangigkeit der Sauerstoff-Aufnahme von 2,5 ecm 0,25-m. Glucosamin- 
Hydrochlorid bei 38°C vom py a) ohne, b) in Gegenwart von m-Phosphat. 








x 4,2 5,4 6,0 68 7,2 7,3 9,4 
' 30Min. 0 0 0 5 16 — 63 
Sauerstoff- @) G>Min. 000 18 28 — 133 
Aufnahme 





30 Min. O 54 92 155 — 156 — 
60Mine O 94 — —- — — — 





in pl b) 


Tab, 2. Abhangigkeit der Sauerstoff-Aufnahme von der Phosphatkonzentration. 
2,5 com 0,25-m Glucosamin-Hydrochlorid, p,, 6,8, Temp. 38°C. 








Phosphatkonzentration 0 m/15 m/10 m/4 m/2 m 
O,-Aufnahme 30 Min. 5 36 45 82 107 155 
in ul 60 Min. 18 80 8 162 — — 


c) Der Effekt wird durch Methylenblau erhéht (Tab. 3). Stark 
phosphathaltige Glucosaminlésungen vermégen Methylenblau inner- 
halb kurzer Zeit zu entfarben. Durch Erwairmen der Liésungen wird die 
Entfarbung beschleunigt. 


Tab. 3. EinfluB von Methylenblau auf die Sauerstoff-Aufnahme. 
2,50 cem 0,25-m. Glucosamin-Hydrochlorid, p,; 6,8, 0,005°, Methylenblau, 











Temp. 38°C. 
Phosphatkonzentration 0 m/4 
ohne mit ohne mit 
Methylenblau Methylenblau 
O,-Aufnahme 30 Min. 5 26| 10 Min. 25 120 
in ul 60 Min. 18 39 | 30 Min. 82 _ 


e) Unter den verwendeten Bedingungen erwies sich Glucose gegen 
Luftsauerstoff als véllig indifferent, im Gegensatz zu Fructose, die schon 
Warburg und Yabusoe in Gegenwart von Phosphat bei neutralem 
Pu als autoxydabel erkannten‘. 


4 0. Warburg u. M. Yabusoe, Biochem. Z. 146, 380 [1924]. 
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Da wir bei diesen Versuchen beobachteten, daB waBrige Glucos- 
amin-Lésungen sich beim Stehenlassen gelb bis braun farben und daB 
sich ihr pa-Wert rasch in den sauren Bereich verschiebt, untersuchten 
wir das Verhalten des Aminozuckers in waBriger Lésung. Dabei er- 
gaben sich die Fragen: 1. Ob und in welchem MaBe Glucosamin unter 
den Bedingungen, die tiblicherweise fiir biochemische Untersuchungen 
gewahlt werden, instabil ist; 2. von welchen Faktoren die Unbestian- 
digkeit des Aminozuckers beeinfluBt wird; 3. welche Produkte bei 
seinem Abbau entstehen und 4. wie der Abbau des Glucosamins che- 


' misch zu deuten ist. 


0,25-m. waBrige, mit Chloroform und Toluol versetzte Lésungen von reinem 
Glucosamin-Hydrochlorid wurden mit l-n. Natronlauge auf das jeweilige py ge- 
bracht und in gut verschlossenen Glaskolben bei verschiedenen, jeweils konstant 
gehaltenen Temperaturen sich selbst iiberlassen (vgl. 1. c. 1,5, 6). Es wurde meistens 
ein Anfangs-p,;, von 7,4 und eine Brutschrank-Temperatur von 38 °€ gewahlt. — Wir 
untersuchten stets Lésungen von Glucosamin-Hydrochlorid in dest. Wasser und 
solche in m/15-sek. Natriumphosphat nebeneinander. Bei allen Versuchsreihen bis 
zu 200Tagen wurden die Zeitabschnitte von einer Messung bis zur nachsten ver- 


doppelt. 
Die Verfarbung beim Aufbewahren der Glucosaminlésungen unter Luft- 


abschluB von farblos iiber gelb und rotbraun bis dunkelbraun wurde mittels Licht- 
durchlassigkeitsmessungen fiir 7 verschiedene Wellenlangen mit dem Photometer 
Eprendorf verfolgt, an dem die Werte unmittelbar in Prozent abgelesen werden 
konnten. 

Die Durchlassigkeit der Glucosaminlésungen nimmt allgemein ab 
mit abnehmender Wellenlinge des Lichtes und fiir eine einzelne Wellen- 
lange mit zunehmendem Alter und Anfangs-pq der Lésungen (s. Tab. 2 
u. 4). Die Durchlassigkeit fiir eine bestimmte Wellenlinge nimmt bei 
Gegenwart von Phosphat wesentlich schneller ab (vergl. Tab. 4, 
Vers. 1 u. 2). Fiir Glucosaminlésungen, die verschiedenen, aber fiir jede 
einzelne Lésung konstant gehaltenen Temperaturen ausgesetzt waren, 
weisen die Lichtdurchlassigkeiten auf eine starke Temperaturab- 
hangigkeit der Farbvertiefung hin, derart, da diese mit steigender 
Temperatur der Lésung schneller fortschreitet (vergl. Tab. 4, Vers. 1—3). 


Tab. 4. Lichtdurchlassigkeit phosphathaltiger (Vers. 1 u.3) und waBriger (Vers. 
2 u. 4) Glucosaminlésungen in Abhangigkeit von der Zeit. Wellenlange 578 my. 




















Vers.- | Temp. Be Zeit nach Stunden nach Tagen 

he ee 13 7 4/2 4 8 16 3 6 

1 0 7,4 |Durch- 99,4 99,3 99,3} 99,0 99,0 98,0 96,2 94,5 93,3 

3 28 7,4 |lassig- 99,3 98,0 96,0 43,6] 33,1 23,2 7,9 30 — — 

2 | 38 | 7,4 | keit 100 98,9 98,1 79,8| 44,9 31,2 132 5,5 2,5 — 
; nach Tagen 6 9 30 110 267 
in 

aiss jaol»% 100 99,9 98,2 97,6 73,5 




















5 KE. Abderhalden u. A. Fodor, diese Z. 87, 214 [1913]. 
6 A. Jolles, Biochem. Z. 29, 152 [1898]. 
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Die zeitliche Abnahme des py-Wertes von waBrigen Glucosamin- 
lésungen wurde mit der Glaselektrode gemessen. Die Tab. 5 u. 6 (Spalte 
2a u. 2b) zeigen, daB die py-Werte um so schneller abfallen, je hoher 
die Temperatur und das Anfangs-py sind. Phosphatzusatz verlangsamt 
nach einer wirkungslosen Zeit von 4 Tagen die Abnahme des pg-Wertes. 


Tab. 5. Zeitliche Abnahme des py-Wertes phosphathaltiger Glucosaminlésungen 
in Abhangigkeit von der Temperatur (Vers. 1 u.2) und vom Anfangs-py (Vers. 2.3). 














Vers.-|Temp.| Zeit nach ) ) ‘ 
Nr. oC: Tagen 1 2 4 8 16 32 64 = 128 

1 0 02 #3 a2 7,1 7,0 68 6,4 —- — 

2 38 PH 7,4 64 5,9 55 50 42 38 3,3 3,0 

3 38 40 36. 35 32 30 20 26 2,6. 26 








Die zeitliche Abnahme des Glucosamin-Gehaltes in den Lésun- 
gen wurde kolorimetrisch nach Elson und Morgan in der Ausfihrungs- 
form von Schloss’ bestimmt. 


Das nach Bertrand® bestimmte Reduktionsvermégen der Glucos- 
aminlésungen nimmt in den ersten Tagen rasch, spiter langsamer ab 
(s. Tab. 6, Spalte 4a, 4b). Durch Formol]-Titration, die potentio- 
metrisch auszefiihrt wurce, konnte cer gesamte basische Stickstoff in 
den Lésungen bestimmt werden. Die Bildung von Ammoniak, die von 
friiheren Autoren? ® bereits bei biochemischen Abbauversuchen an Glu- 
cosamin in waBriger Lésung festgestellt wurde, haben wir nach einem 
Verfahren von Abderhalden!® bei Gegenwart und Abwesenheit von 
Phosphat quantitativ verfolgt (s. Tab. 6, Spalte 6a, 6b). 


Bei allen Untersuchungen fiihrte die Gegenwart von Phosphat zu 
einem beschleunigten Glucosaminabbau, der nicht allein auf eine Puffer- 
wirkung des Phosphats zuriickzufiihren ist. Die Versuchsergebnisse in 
Tab. 6 zeigen, daB sich der EinfluB von Phosphat auf den Glucosamin- 
abbau in den ersten Tagen am stirksten bemerkbar macht. Die py- 
Werte der Lésungen sind jedoch in dieser Zeit (1.—4. Tag) noch prak- 
tisch gleich. Durch Anwendung anderer, phosphatfreier Puffer erfolgt 
eine derartige Einwirkung nicht. 

Es ergab sich ferner, daB® die Zerfallsgeschwindigkeit des Amino- 
zuckers um so kleiner wird, je niedriger die Temperatur und das An- 
fangs-py einer Lésung ist. 

Diese Ergebnisse decken sich qualitativ mit den bei Messung der 
Lichtdurchlassigkeit gemachten Erfahrungen. Ein quantitativer Zu- 
sammenhang ist nicht zu erkennen, aber auch nicht zu erwarten. 





7 L. A. Elson u. W. Th. J. Morgan, Biochem. J. 27, 1824 [1933]; 
B. Schloss, Analytic. Chem. 28, 1321 [1951]. 
8 G. Bertrand, Bull. Soc. chim. France [3] 35, 1285 [1906]. 
® W.I. Aleschina, Mikrobiologia 7, 850 [1938]; Yoshio Matsushima, 
Sci. Pap. Osaka Univ. Nr. 31 [1951]; A.W. Walker, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 
28, 1078 [1931]. 
10 E. Abderhalden, Physiolog. Praktikum, 1. Teil, 8. Aufl. 
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0 
29,6 
32,5 
33,5 
33,9 
34,5 
35,0 
34,8 
35,5 
35,8 





= ,,Verschwun- 
denes N‘“ 


100— Formol-N 


0 
59,4 





0 
4,5 | 37,4 


13,0 | 43,8 
15,3 | 46,8 
19,4 | 56,6 


20,1 


17,0 | 50,9 
19,1 | 54,1 
19,0 | 55,5 


20,2 | 62,3 





(Formol-N— 
NH,-N)— Glu- 
cosamin-k Cl 
berechnet 


0 
10,1 
15,6 
15,1 
16,8 
16,0 
14,7 
14,7 
12,0 
10,4 





aN 


net 


1¢0 
,0 





—NH 


Formol N 
berech 


45,2| 59,0 
41,0} 54,8 
35,7} 53,0 


31,2} 51,3 


28,2 
25,8] 48,8 


55,6| 66,1 


100 


21,3] 47,3 
19,0| 46,6 





Spalte 2a, 3a, 4a, 5a, 6a, 7a, 8a, 9a,10a; 


100 
70,4 
66,1 





Formol-N 
gesetzten 
Glucosamin-N 


in °/, des ein- 


43,4| 65,0 


40,6] 64,5 
64,2 


37,7 


53,2 | 66,5 
44,5] 65,2 


56,2 | 67,5 
45,9| 65,5 


100 
62,6 
49,1 





0 
4,3 
8,5 


11,7 
13,1 
14,2 
15,2 
16,2 
17,2 
17,8 





NH,-Nin°/, 
Glucosamin-N 


0 

6,6 
11,0 
12,2 
13,4 
14,7 
16,3 
17,6 
18,3 
18,7 





-HCl |des eingesetzten 


0 
24,4 
30,7 
28,7 
23,0 
16,8 

9,2 


10,7 
12,8 
12,4 





Reduktion — 
berechnet 


0 
30,8 
37,0 


17,5 
18,1 
19,5 
18,1 





59,0 | 31,7 
49,0 | 24,3 





des eingesetzten |Glucosamin 


Reduktion. in °/, 
Glucosamin- HCl 


31,0] 40,2 


29,2] 40,1 
28,8] 40,0 


50,0 
39,5 
26,7 | 38,8 


100 
76,3 | 86,0 
76,7 
58,8] 68,0 | 32,9 


66,6 


100 








in dest. Wasser: Spalte 2b, 3b, 4b, 5b, 6b, 7b, 8b, 9b, 10b. Temp. 38°C. 


Glucosamin- 
HCl in °/, des 
eingesetzten 


3 


8,6 


13, 
11,1 
9 


100 
45,5 
25,9 
18,9 


100 
61,6 
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36,0 
15,2} 32,2 
31,0 
29,4 
27,2 
26,4 








P 4y-Wert 





Tab. 6. 0,25-m Glucosaminhydrochlorid-Lésung in m/15-sek. Natriumphosphat: 
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Friihere Autoren, die eine 
zunehmend saure Reaktion 
von Glucosaminhydrochlorid- 
Lésungen im Laufe der Zeit 
beobachteten, schlossen da- 
raus auf das Entstehen von 
Carboxylgruppen® 11. Fiir eine 
pu-Abnahme gibt jedoch die 
mittels Formoltitration ge- 
messene Abnahme des basi- 
schen Stickstoffs (s. Tab. 6, 
Spalte 7a, 7b) bereits eine aus- 
reichende Erklirung. Wenn 
namlich die Aminogruppen des 
Glucosamins ihren basischen 
Charakter, z. B. infolge Fructo- 
sazinbildung oder durch an- 
dersartige © Umwandlungen, 
verlieren, muB die dabei frei- 
werdende Salzsiure das py 
der Lésungen zu _ niedrigeren 
Werten verschieben. Es k6n- 
nen allerdings nebenher Carb- 
oxylgruppen gebildet werden, 
deren Entstehen den Effekt 
noch verstirken wiirde. Ihre 
Bildung ist jedoch fir die 
Deutung der py-Abnahme 
nicht notwendig. 

Ein Vergleich der Ab- 
nahme desGlucosamingehaltes 
und des Reduktionsvermégens 
gleicher Loésungen zeigt, da’ 
der Glucosamingehalt stirker 
sinkt, als es derReduktion ent- 
spricht. Es miissen bei derspon- 
tanen Umwandlung des Glu- 
cosamins in waBriger Losung 
Stoffe entstehen, die ihrerseits 
FehlingscheLésung reduzieren. 

Wenn der gebildete Am- 
moniak-Stickstoff von dem 


110.0. Meyer, C. Me. Tier- 
mann u. W.S. Salter, Amer. 
J.Cancer 22, 76 [1934]; K.Meyer, 
Biochem. Z. 57, 297 [1913]. 
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gleichzeitig noch vorhandenen basischen Gesamtstickstoff in einer Lésung 
abgezogen wird, erhalt man die tatsachlich vorhandene Menge an Amino- 
gruppen (s. Tab.6, Spalte 8a, 8b). Auch deren Menge nimmt im Laufe der 
Zeit ab, liegt aber stets hoher als es dem Glucosamin-Gehalt entspricht. 
Es miissen also Substanzen entstehen, deren Stickstoff ganz oder teilweise 
auf die Formoltitration anspricht. — Als ,,verschwundenen Stickstoff*‘ 
bezeichnen wir denjenigen prozentualen Anteil des eingesetzten Glu- 
cosamin-Stickstoffs, der nicht mehr in die Formoltitration eingeht. 
Dieser Stickstoff hat keinen basischen Charakter mehr, er kann aber 
in einem Abbauprodukt wie Fructosazin gebunden sein. Die Menge an 
,,verschwundenem Stickstoff‘‘ ist berechnet aus der Differenz von For- 
mol-Stickstoff zu Hundert in Spalte 10a, 10b der Tab. 6 aufgefiihrt. 


In Tab. 6 fallt auf, wie erheblich sich eine Glucosamin-Lésung unter 
den gewahlten Bedingungen bereits nach einem Tag verandert hat. Auch 
bei biochemischen Abbauversuchen, die sich nur iiber 24 Stdn.erstrecken, 
sollte diese beachtliche Instabilitét des Glucosamin-Hydrochlorids in 
gepufferter wiBriger Loésung nicht unbeachtet bleiben. Im Laufe der 
letzten 50 Jahre sind aber zahlreiche Arbeiten erschienen, die den Ab- 
bau des Glucosamins durch Einwirkung von Organextrakten }: » 12 13 
oder seine Ausnutzung durch Mikroorganismen * * ® 11, 14 zum Gegen- 
stand hatten, in denen jedoch die geringe Stabilitat des Glucosamins 
nicht hinreichend beriicksichtigt wurde. Daher miissen diese z. TI. 
ausgedehnten biochemischen Untersuchungen — bei denen gréBtenteils 
noch dazu unter Phosphatzusatz als Puffer gearbeitet wurde — in ihren 
Folgerungen in bezug auf das Glucosamin als groBtenteils fragwiirdig 
angesehen werden. 

Fructosazin, das sich in einer wafrigen oder methylalkoho- 
lischen Lésung von freiem Glucosamin bildet!*, fanden wir auch in den 
oben beschriebenen Glucosaminhydrochlorid-Lésungen als Abbauprodukt. 

Es wurde papierchromatographisch sowie durch die charakteristische Violett- 
farbung beim Versetzen seiner soda-alkalischen Lésung mit Eisen(I1)-sulfat!® nach- 
yewlesen. 

. Papierchromatogramme, die mit Ninhydrin eingespriiht waren, zeigten nur 
einen Fleck vom restlichen Glucosamin und der bei Gegenwart von Phosphat, wie 
von Heyns und Koch!® bereits beschrieben, in zwei Flecke gespalten war. 
Das gleiche Bild ergaben die Autoxydationsversuche. Damit war die Bildung 


122 Kawakami, J. Biochemistry [Tokyo] 20, 423 [1934]. 

18 Y. Suzuki, J. Biochemistry [Tokyo] 28, 57 [1936]. 

14 W. Benecke, Bot. Ztg. 68, 227 [1905]; W.C. Evans, W. Handley, u. 
F. Happold, Biochem. J. 36, 311 [1942]; A. Gottschalk u. S. M. Partridge, 
Nature [London] 165, 684] [1950]; St. A. Koser u. F. Saunders, Proc. Soc. exp. 
biol. med. 30, 443 [1933]; M. Kuroya u. M. Kurose, Tohoku J. exp. Med. 38, 
590 [1940]; G. Ledderhose, diese Z. 4, 139 [1880]; F. Lieben u. L. Lowe, 
Biochem. Z. 252, 70 [1932], Y. Matsushima, Sci. Pap. Osaka Univ. Nr. 34 [1951]; 
K. Meyer, Biochem. Z. 57, 297 [1913]; A. J. Rosenberg, C. R. hebd. Séances 
Acad. Sci. 226, 1751 [1948]; K. Takao, diese Z. 181, 307 [1923]; A.W. Walker, 
Proc. Soc. exp. Biol. Med. 28, 1078 [1931]. 

1 K. Stolte, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 11, 19 [1908]. 

16 K, Heyns u. W. Koch, Z. Naturforsch. 7b, 486 [1952]. 
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von Glucosaminsiure auf diesem Wege ausgeschlossen. Glucosaminséure kann 
jedoch aus Glucosamir. durch Oxydation mit Luft am Platinkontakt erhalten 


werden!’, 

Die Bildung eines Aminozuckers aus Fructose und Ammoniak unter 
physiologischen Bedingungen, der sich wie Glucosamin verhialt?®, fiihrte 
zu der Annahme, da8 Fructose auch umgekehrt aus Glucosamin ent- 
stehen kénne, zumal Ammoniak bis zu 18% des eingesetzten Amino- 
zuckers in den Lésungen gefunden worden war. Jedoch lieB sich unter 
den 3—4 Flecken, die beim Einspriihen von Papierchromatogrammen 


_der Glucosamin-Abbaulésungen mit Zuckerreagenzien auftraten, keiner 


der Fructose zuordnen. Dagegen wurde ein Fleck mit dem Ry-Wert = 
1,14, bezogen auf Glucose = 1, bei Verwendung von Papier Whatman 
Nr. 1 und Entwickeln der Chromatogramme mit Pyridin-Amylalkohol?® 
als Arabinose identifiziert. 


Der Fleck gab mit p-Anisidinhydrochlorid und Anilinphthalat die fiir Pen- 
tosen charakteristische rote Farbe. Er erschien beim Auftropfen mit einer Ver- 
gleichslésung von eingesetzter Arabinose an der gleichen Stelle wie diese, und es 
trat auch im zweidimensionalen Papierchromatogramm nach gemeinsamem Auf- 
tropfen beider Lésungen keine Trennung ein. Durch Auftropfenlassen von Ver- 
gleichslésungen abgestufter Konzentration wurde der prozentuale Gehalt der 
Lésungen an Arabinose auf etwa 0,4°% des eingesetzten Glucosamins papierchro- 
matographisch bestimmt. 


Ein anderer Fleck mit dem absoluten Ry-Wert = 0,87 erwies sich 
chromatographisch als identisch mit Oxymethylfurfurol. 


Dieses erschien als leuchtend roter Fleck bei Verwendung von Resorcin- 
Trichloressigsiure als Spriihreagenz. Oxymethylfurfurol lieB sich aus den waBrigen 
Glucosamin-Abbaulésungen mit Chloroform wenigstens teilweise extrahieren und 
dann durch die typische Farbreaktion seiner waBrig-alkoholischen Lésung mit 
Phloroglucin und konz. Salzséure?° nachweisen. 

Bei der Substanz, die einem dritten Fleck mit dem absoluten Rr-Wert 0,61 
zugrunde liegt, handelt es sich offensichtlich um Glycerinaldehyd. — Ein 
weiterer Fleck, der sich von letzterem nur schwer trennen lit, konnte nicht auf- 
geklart werden. 

Die Farbstofftrager fielen durch Methanol oder auch durch Ansauren der 
Lésungen als hellbrauner amorpher, voluminéser Niederschlag aus, der sich in 
seinen Eigenschaften und im Stickstoffgehalt nicht von denen fiir Melanoidine 
beschriebenen®! unterscheidet. 


Es sind mithin drei Abbauwege klar erkennbar. 


Als erster ist die Umwandlung unter Stabilisierung zum Fructo- 
sazin und zu anderen Heterocyclen zu nennen. Ein zweiter Weg ist die 
Bildung von Melanoidinen. Ein dritter Abbauweg wird offenbar durch 


1” K. Heyns u. W. Koch, Chem. Ber. 86, 110 [1953]. 

18 Die Identitat des aus Fructose und Ammoniak gebildeten Aminozuckers mit 
d-Glucosamin konnte inzwischen eindeutig durch Isolierung und Herstellung von 
Derivaten erwiesen werden. Vgl. hierzu K. Heyns u. K. H. Meinecke, Chem. 
Ber. 86, 1453 [1953]. 

19 K. Heyns u. W. Walter, diese Z. 287, 15 [1951]. 
20 F, W. Klingstedt, Z. analyt. Chem. 66, 129 [1925]. 
21 C, Enders, Kolloid. Z. 85, 74 [1938]. 
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die Desaminierung eingeleitet, mit nachfolgenden Sekundarreak- 
tionen an den entstehenden labilen kohlenhydratartigen Molekiilteilen. 

Ein Teil des ,,verschwundenen Stickstoffs‘‘ verbleibt im Fructosazin. Wahr. 
scheinlich verlauft die Fructosazinbildung iiber Substanzen, deren Stickstoff 
zu einem gewissen Prozentsatz auf die Formoltitration anspricht, da auch die 
Iminogruppen des Prolins und Oxyprolins zu etwa 90°, und ahnlich auch eines 
der beiden Ringstickstoffatome des Histidins von dieser Titration erfaBt werden. 
Durch das Auftreten solcher Zwischen- bzw. Nebenprodukte wiirde die Differenz 
vom gefundenen Aminostickstoff zum jeweils vorhandenen Glucosamin erklarlich 
(s. Tab. 6, Spalte 9a, 9b). Aus der anfianglichen Zu- und spiteren Abnahme dieser 
Werte muB geschlossen werden, daB fiir diese Substanzen die Bildungsgeschwindig- 
keit anfangs gréBer und spater kleiner als die Zerfallsgeschwindigkeit ist. 


Wegen der unsicheren Kenntnisse iiber den chemischen Aufbau der 
Melanoidine ist es nicht méglich, genauere Angaben tiber deren Aus- 
wirkung auf die Stickstoffbilanz der untersuchten Gluscosaminlésungen 
zu machen. Vermatlich ist aber der Stickstoff, der in die endgiiltige Form 
dieser Farbstofftriger eingebaut wird, als ,,verschwundener Stickstoff* 
(s.oben) anzusehen. Dagegen kénnen Zwischenprodukte der Reaktion 
durchaus noch mit basischem Stickstoff in die Formoltitration eingehen. 
Dafir spricht die Theorie von Weber und Griinhut*’, nach der im 
ersten Stadium der Reaktion, die zu den Melanoidinen fiihrt, noch freie 
Aminogruppen vorhanden sind. — Auf den hier zweifellos bestehenden 
Zusammenhang mit den ernihrungsphysiologisch so bedeutungsvollen 
,.Braunungsreaktionen*‘ nach der Art der Maillard-Reaktion, an der 
die Zersetzung intermediair entsteliender Aminozucker-Verbindungen 
sicher beteiligt sind, sei hier nur hingewiesen®. 

In seinem Ausma8 am besten zu beurteilen ist der dritte erkennbare 
Abbauweg, der unter Desaminierung des Glucosamins verliuft. Er be- 
trifft, gemessen an dem gebildeten Ammoniak, etwa 18% des eingesetzten 
Aminozuckers. Bezogen auf das abgebaute Glucosamin-Hydrochlorid 
schlagen 24% in dest. Wasser diese Richtung ein und 20% in phos- 
phathaltiger Lésung. Uber Desaminierungen mu8 die Bildung des Oxy- 
methylfurfurols, Glycerinaldehyds sowie der Arabinose verlaufen. 

Da die Arabinose nur in geringen Mengen gefunden wurde, ist an- 
zunehmen, daB sie unter den gegebenen Bedingungen selbst veranderlich 
ist. Diese Vermutung wird durch die Arbeiten von Jolles® gestiitzt. 
Wenn diese Unbestindigkeit in den Glucosamin-Abbaulésungen auck 
eine Rolle spielt, sind die gefundenen Mengen an Arabinose nur als 
jeweilige Gleichgewichtswerte zu betrachten. Die Bildung von Oxy- 
methylfurfurol und Glycerinaldehyd ist beim Abbau von Zuckern sowie 
im Zusammenhang mit der Melanoidinbildung bekannt und daher beim 
Glucosaminabbau nicht iiberraschend. 

Obgleich der dritte geschilderte Abbauweg nur einen Teil des 
abgebauten Glucosamins verbraucht, ist er von biochemischer Seite 


2 J. Weber u. L. Griinhut, Biochem. Z. 121, 109 [1921]. 
23 Zusammenfassende Ubersicht vgl. J.P. Daneby u. W. W. Pigman, 
Advances in Food Research 8, 241 [1951], ferner Annu. Rev. Biochem. 1951, 317. 
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gesehen der interessanteste. Denn die Substanzen, die hierbei ge- 
bildet werden, bieten Nahrbéden fiir Bakterien. Z. B. wachsen alle 
Mikroorganismen, die angeblich auf Glucosamin wachsen sollen, auch 
auf Arabinose, soweit diese Pentose darauf untersucht worden ist. 


Zusammenfassung 
d-Glucosamin wird in waBriger Lésung bei physiologischen py- 
Werten aerob und anaerob im Gegensatz zu seinem Hydrochlorid 
weitgehend abgebaut; durch Gegenwart von Phosphationen wird diese 


‘Reaktion beschleunigt und verlaéuft dann auch bereits im sauren py- 


Bereich. d-Glucosaminsiure wird beim Abbau nicht gebildet. Im 
Verlauf der anaeroben Umwandlung wird ein Teil des Stickstoffes 
in eine Bindungsform iiberfiihrt, in der er keine basischen Eigen- 
schaften mehr besitzt. Parallel zu diesem Vorgang wird das py der 
Lésung ins saure Gebiet verschoben. Ein weiterer Anteil des Stickstoffs 
erscheint in Form formoltitrierbarer Substanzen unbekannter Natur und 
als Ammoniak. Weiter werden in gréBeren Mengen reduzierende Sub- 
stanzen gebildet. Die Abbauwege werden erortert. 

Papierchromatographisch wurden neben dem fiir den Glucosamin- 
abbau charakteristischen Fructosazin Arabinose und Oxymethylfurfurol 
festgestellt. Es wurden noch weitere Umwandlungsprodukte beobachtet, 
von denen eines offensichtlich auf Glycerinaldehyd zuriickzufiihren ist. 

Die Befunde zeigen, daB Glucosamin unter physiologischen Be- 
dingungen auch ohne enzymatische Beteiligung leicht abgebaut und in 
andere Substanzen umgewandelt werden kann. Im chemischen Verhalten 
steht es der Fructose niher als der Glucose. In biologischen Strukturen 
wird weitgehende Stabilisierung des Glucosamins durch die N-Acety- 
lierung bewirkt. 


Uber den Pepsin- und den Kathepsin-Gehalt 
des Duodenums und des Antrum Pylori des Menschen 
Von 
S. Buchs 
Aus der Universititskinderklinik Basel, 
Vorst.: Prof. Dr. E. Freudenberg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. August 1953) 


Das Kathepsin des Duodenums ist erstmals namentlich und aus- 
fihrlich von Freudenberg!? beschrieben und im Duodenalsaft nach- 
gewiesen worden. Schon Pawlow und Parastschuk?® sowie Pono- 
marew* fanden im Fistelsaft vom oberen Duodenum des Hundes eine 


1 E. Freudenberg, Schweiz. Med. Wschr. 1945, 735. 

2 E. Freudenberg, Ann. Paed. 166, 77 [1946]. 

3 J.P. Pawlow u. S. W. Parastschuk, diese Z. 42, 415 [1904]. 
4 Ponomarew, Biochem. Zbl. 1, 351 [1903]. 
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deutliche Proteolyse im schwach sauren Gebiet. Diese Befunde bilden 
die Bestatigung dafiir, daB das Kathepsin Freudenbergs aus dem 
Duodenalsaft selbst stammt und nicht etwa durch die Sonde aus dem 
Magen in das Duodenum eingeschleppt worden ist. 


Die russischen Autoren haben allerdings noch von Pepsin gesprochen. In der 
Schleimhaut des Duodenums selbst ist Pepsin von Holter und Linderstrom- 
Lang? mittels ihrer histochemischen Untersuchungsmethoden aufgefunden worden. 
Die Orte seines Nachweises fallen mit der Verteilung der Brunnerschen Driisen 
zusammen, weshalb ihnen die Sekretion der nicht-tryptischen Duodenalprotease 
zugeschrieben wird. Sie zeigen histologisch eine auffallende Ahnlichkeit mit den 
Pylorus-Hauptzellen® und bilden nach Sobotta® sogar ihre direkte Fortsetzung, 
welche einzig durch den Sphinkter Pylori unterbrochen wird. Am zahlreichsten 
sind sie hinter dem Sphinkter vorhanden, eine weitere Ansammlung wird in der 
Gegend der Papilla Vateri aufgefunden. Dazwischen sind sie weniger reichlich ver- 
treten, unterhalb der Papille fehlen sie ganz. 


Das Primat, Pepsin in den Brunnerschen Driisen aufgefunden zu haben, 
gehért unbestreitbar Griitzner’, der schon 1876 darauf aufmerksam gemacht 
und das obere Duodenum einen ,,Pylorus secundarius‘‘ genannt hat. Glassner® 
hat seine Versuche bestatigt. Alle Autoren sind sich darin einig, daB es hier in 
ganz bedeutend geringeren Mengen produziert wird als im Magen. 


Freudenberg? hat in seiner Originalarbeit py, -Aktivitatskurven des Duo- 
denal-Kathepsins publiziert, die zwei verschiedene Optima von py 2 und 3,3 auf- 
weisen (Abb. 5 und 6 seiner Arbeit). Somit gehéren auch im Duodenum Pepsin 
und Kathepsin eng zusammen. 


In Fortsetzung seiner Arbeiten haben wir das Kathepsin der 
Schleimhaut des oberen Duodenums und des Antrum Pylori naher 
untersucht und uns zuerst mit seinen Beziehungen zum Magenkathepsin 
naher befaBt. 


Extraktionstechnik und MeBmethodik: Auf griindliche Reinigung der 
Schleimhautoberflache mit Wasser wurde groéBter Wert gelegt, um ja kein ver- 
schlepptes Magenkathepsin mitzubestimmen. Wir benutzten stets den oberen Teil 
des Duodenums vom Sphinkter Pylori an (exkl.) bis zur Papilla Vateri. Im 
Duodenum wurde aber nicht die Schleimhaut von der Muskularis abprapariert 
(was technisch kaum méglich ist), sondern nur die Serosa vom Rest losgelst. 
So konnten die Brunnerschen Driisen, die beim Menschen in der Submucosa liegen®, 
geschont werden. 


Die so erhaltene Schleimhaut wurde meist in »/10-HCl im Verhaltnis 1: 4 
aufgeschwemmt, das Ganze wurde im Eisschrank und unter Hinzufiigen von einigen 
Thymolkristallen aufbewahrt und nach etwa 10 Tagen das Filtrat davon als 
Fermentquelle benutzt. 

Als Substrat dienten Lésungen von 5°/), Edestin in Salzsiure-Glykokoll- 
Puffern verschiedener Aciditaét von py 1,6—4,8!". Fiir den Versuch wurden 0,5 ccm 
des Filtrates zu 5 ccm einer solchen Edestinlésung hinzugegeben und der ganze 


° H. Holter u. K. Linderstrom-Lang, diese Z. 226, 149 [1934]. 
§ J. Sobotta, Histologie und Mikroskop. Anatomie, J. F. Lehmann, Miin- 
chen 1929. 
? P. Griitzner, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 12, 285 [1876]. 
8 K. Glassner, Hofmeisters Beitr. 1, 105 [1902]. 
® Ph. Stéhr, Lehrbuch der Histologie, Gustav Fischer, Jena 1930. 
1° §. Buchs, Enzymologia [Den Haag], im Druck. 
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Ansatz wahrend 2—6 Stdn. bei 38° bebriitet. Als Ma8 der Proteolyse wurde der 
Substratschwund verfolgt, indem das nicht verdaute Edestin mit 20-proz. Sulfo- 
salicylsaure in Gummi arabicum ausgefallt und die homogene Triibung nephelo- 
metrisch gemessen wurde!, 


I. Oberes Duodenum 
1. Die Bedeutung der Extraktionsart 


Abb. 1 zeigt, daB auch im oberen Duodenum des Menschen die salz- 
saure Extraktion die wirksamste ist. Wir haben deshalb im weiteren nur 
noch mit »/10-HCl extrahiert. Die Form der Kurve entspricht der der 
Magenprotease, indem sie sich zweigipflig von py 1—4 erstreckt (Abb. 2). 
Dabei ist der Gipfel bei py 3 meist héher als der bei py 2. Gleich wie 
beim Magensaft und bei der Magenschleimhaut sind die Kurven viel zu 
breit und der Umsatz bei py 3 auBerdem zu hoch, als daB es sich um ein 
reines Pepsin handeln kénnte. Auch die aus der Schleimhaut stammende 
Protease des oberen Duodenums besteht aus zwei Komponenten, einer 
peptischen und einer katheptischen. Die Definition des linken Schenkels 
als Pepsin ist durch seine Wirksamkeit im stark sauren Gebiet gegeben; 
fiir den rechten Schenkel wird spiter noch der Beweis erbracht werden, 
daB es sich um ein Kathepsin handelt. 


2. Aktivierungen und Hemmungen 


a) Blausaure: Die Protease des Duodenums 1]a8t sich in ihrer ganzen 
Ausdehnung mit Bliuséure aktivieren (Abb. 3). Auch der Umsatz 
des sauren Schenkels wird dabei auBerordentlich stark gesteigert, 
oft viel starker als der gegen py 4 abfallende Kathepsinschenkel. 


b) Schwefelwasserstoff wirkt ebensc wie Blausiure, aktiviert aber tiber 
den py-Bereich des Pepsins und Kathepsins besser als jene (Abb. 4), 
was Wiss!? und Ramer!® schon an Magenschleimhautextrakten 
gezeigt haben. Auch bei 60° geht die H,S-Aktivierung noch vor sich. 


c) Abb. 5 demonstriert die Aktivierbarkeit der Duodenalprotease durch 
Cystein. Wegen der Verschiebung der Ansitze ins saure Gebiet 
hért die aktivierte Kurve bei py 3,3 auf. Die Umsatzsteigerung im 
Kathepsinanteil betrigt fast 50 °/. 

d) Inhibitoren: Gallensiuren, ein obligater Bestandteil des Duodenal- 
saftes, hemmen die Duodenalprotease merkwiirdigerweise sehr stark 
(Abb. 6), was schon Babkin!* erwaihnte. Ob dem Phanomen eine 
biologische Bedeutung zukommt oder ob es nur eine unerwiinschte 

Nebenerscheinung ist, entzieht sich unserer Kenntnis. 


1 §. Buchs, Die Biologie des Magenkathepsins, Karger, Basel und New 
York 1947. 

12 QO. Wiss, Helv. chim. Acta 29, 237 [1946]. 

13 Z. Ramer, diese Z. 286, 73 [1954]. 

14 _B. P. Babkin, Die auBere Sekretion der Verdauungsdriisen, Springer, 
Berlin 1928. 
g* 
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Abb. 1. py-Aktivitatskurven von drei verschiedenen Extrakten desselben oberen 
Duodenums vom Menschen bei 38’, Einwirkungsdauer 2!/, Stdn. 


o—o—o Salzsiure-Extrakt, -—-—- Glycerin - Extrakt, 
x—x—x Ammoniak - Extrakt. 


Abb. 2. py-Aktivitatskurven eines Extraktes aus dem oberen Duodenum (aus. 
gezogen) und von Magensaft (gestrichelt) des Menschen. 


Ansiatze Extrakt Temp. Zeit 
Duodenum 0,5 com 40° 21/, Stdn. 
Magensaft 0,2 ccm 40° 10 Min. 


Abb. 3. py-Aktivitatskurven eines Extraktes aus dem oberen Duodenum (Mensch) 
bei 37°. Die gestrichelte Kurve wurde nach Zugabe von 50 mg Kaliumcyanid 
erhalten. Zeit 3 Stdn. 


Abb. 4. py-Aktivitatskurven eines Extraktes aus dem oberen Duodenum des 
Menschen bei 37°. Die gestrichelte Kurve wurde nach Sattigen des Substrates mit 
Schwefelwasserstoff erhalten. Zeit 3'/, Stdn. 


Abb. 5. py-Aktivitaétskurven eines Extraktes aus dem oberen Duodenum des 
Menschen. Zeit 3 Stdn. 


o—o—o genuin, -—-+—- mit je 25 mg Cystein pro Ansatz. 


Abb. 6. py-Aktivitaétskurven eines Extraktes aus dem oberen Duodenum des 
Menschen. Die gestrichelte Kurve wurde nach Zugabe von je 12 mg Natrium- 
glykocholat zum Ansatz erhalten. Zeit 3 Stdn. 


Abb. 7. py-Aktivitatskurven eines Extraktes aus dem oberen Duodenum des 
Menschen. Zeit 2'/, Stdn. 


o—o—o genuin, x—x—x mit je 2 mg Uranylacetat pro Ansatz. 


Abb. 8. Temperaturaktivitatskurven einiger Schleimhautextrakte aus dem oberen 
Duodenum des Menschen. Dauer der Bebriitung je 2 Stdn. 


Abb. 9. py- und Temperaturresistenzkurve eines Extraktes aus dem oberen Duo- 
denum des Menschen. 
Nach Abstumpfen mit Calciumcarbonat wurde der Extrakt in mehrere Frak- 
tionen unterteilt, diese mit Salzsiure auf die p;;-Stufen der Abszisse gebracht und 
wahrend 15 Min. bei 60° erwarmt. AnschlieBend wurde die Proteolyse bei py 3,1 
und 38° gepriift. 


Abb. 10, Alkaliresistenz eines Schleimhautextraktes aus dem oberen Duodenum 
(Mensch) (ausgezogene Kurve) und aus dem Magen (Mensch) (gestrichelte Kurve). 
Der Salzsiure-Extrakt wurde mit Natriumhydrogencarbonat alkalisiert und nach 
den auf der Abszisse angegebenen Zeiten mit Salzsiure wieder angesauert. Priifung 
der Proteolyse bei 38° nach Abstumpfen der Lésung mit Calciumcarbonat. 


o—o—o Proteolyse bei py 3,1, -—+—: Proteolyse bei py 1,8. 
Abb. 11. py-Aktivitaétskurven desselben Glycerinextraktes aus dem oberen Duo- 


denum des Menschen, untersucht 12 Tage (o—o—o) und 15 Monate (-—-—- ) nach 
der Extraktion (Aufbewahrung im Eisschrank bei 0°). 
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SchlieBlich sei noch eine Kurve eines salzsauren Extraktes aus dem 
oberen Duodenum angefihrt, in dem durch Zugabe von je 2 mg Uranyl- 
acetat pro Ansatz die katheptische Komponente der Duodenalprotease 
abgeschnitten worden ist (Abb. 7). In sehr vielen unserer Urankurven 
findet sich neben der Hemmung der Proteolyse im alkalischen Anteil 
noch eine deutliche Steigerung im peptischen. Man gewinnt dadurch den 
Eindruck, als ob Uran das Pepsin aktivieren kénne. 


3. Die Temperaturkurve der Verdauung der ,,sauren“ 
Duodenalprotease 


Fir die Kathepsine galten bisher folgende Merkmale: 


1. Wirksamkeit bei schwach saurer Aciditat, 
2. hohes Temperaturoptimum der Verdauung, 
3. Aktivierbarkeit mit Blausiure und Thiolsystemen. 


Da aber nach Wiss und Ramer auch das Pepsin mit Schwefel- 
wasserstoff und Blausiéure aktivierbar ist, kann das dritte Kriterium 
nicht mehr zur Charakterisierung dienen. Von den beiden anderen 
Punkten ist der erste fiir das Duodenalkathepsin durch die obigen py- 
Aktivitaétskurven bewiesen worden, und es bleibt nur noch der zweite 
Punkt zu kliaren. 

Zu diesem Zweck verglichen wir die Umsitze bei py 2,1 und 3,4 
fiir Temperaturen von 12—67°. Wie Abb. 8 zeigt, liegt das Optimum 
der Verdauung fir p,; 2,1 unterhalb von 50°, fiir pg 3,4 bei ungefahr 57°. 
Daraus geht auch hervor, daB das Temperaturoptimum des Duodenal- 
kathepsins bedeutend niedriger liegt als das des Magenkathepsins. 
Punkt 2 1aBt sich demnach nicht in absoluten Zahlen ausdriicken. Der 
Unterschied im Verhalten der beiden Enzyme ist wohl kiinstlich hervor- 
gerufen durch die Schadigung der Duodenalprotease infolge der lang- 
dauernden Bebriitung. 


4. Die Stabilitat der Duodenalprotease 
bei verschiedenen Acidititen 


Wird ein Duodenalextrakt mit Hilfe von Salzsiure auf verschiedene 
py-Stufen gebracht, und wird jede dieser Stufen ohne Zusatz von Substrat 
wahrend 10 Min. bei 60° erhitzt, so zeigt die Fraktion von pg 4 die ge- 
ringste Schidigung: Priifung der Proteolyse bei p, 2 oder 3,3 ergibt hier 
die héchsten Umsitze (Abb. 9). Das Maximum der Stabilitét gegen Er- 
hitzen liegt demnach fiir die Protease der Magen- und der Duodenal- 
schleimhaut bei der gleichen Aciditatstufe. 

Gegen Alkali verhilt sich die Duodenalprotease grundsitzlich 
anders als die Magenprotease aus Magensaft und Magenschleimhaut- 
extrakt. Wahrend diese durch kurzdauerndes Alkalisieren und Wieder- 
ansiuern fast vollstandig zerstért wird (Abb. 10, gestrichelte Kurve), 
ist die WirkungseinbuBe der Duodenalprotease viel geringer und 
betragt fiir die ersten paar Stunden durchschnittlich nur 30—40°/, 
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(Abb. 10, ausgezogene Kurve), also genau halb so viel wie der Wirkungs- 
verlust der Magenprotease. Noch nach 36 Stdn. kénnen 60°/, des Aus- 
gangswertes vorhanden sein. Ob die Duodenalprotease das Alkali an und 
fiir sich besser ertrigt oder nur den raschen Wechsel der py-Stufe* 1, 
hat fiir die Feststellung eines Unterschiedes keine Bedeutung, da Magen- 
und Duodenalprotease genau gleich behandelt worden sind. 


In Anlehnung an Langley und Edkins!® ist man geneigt, die 
héhere Alkaliresistenz der Duodenalprotease auf die Schutzwirkung 
von mitextrahiertem Gewebe-KEiweiB zuriickzufiihren und in ihr eine An- 
passungserscheinung an das schwach saure, neutrale oder selten alka- 
lische Milieu des Duodenums zu sehen. Die Frage, ob, von diesen Begleit- 
stoffen abgesehen, Magen- und Duodenalprotease identisch sind oder 
nicht, lieBe sich nur am kristallisierten Enzym entscheiden. 

Die Haltbarkeit eines Extraktes bei einer definierten Temperatur 
ist ebenfalls vom py abhangig: 

Ein salzsaurer, ein glycerinhaltiger und ein ammoniakalischer 
Extrakt aus derselben menschlichen Duodenalschleimhaut zeigten von 
Px 1—5 zunichst ahnlich hohe Umsiatze. Eine Nachkontrolle derselben 
Extrakte nach mehrmonatigem Aufbewahren im Eisschrank bei 0° 
ergab nun, daB der ammoniakalische Extrakt schon nach 4 Monaten 
zugrunde gegangen war. Der salzsaure hingegen (extrahiert bei 2,5) 
wurde noch nach 15 Monaten fast gleich wirksam befunden wie ur- 
spriinglich, und im glycerinhaltigen (pq 5,5) hatte die proteolytische 
Fahigkeit sogar bedeutend zugenommen (Abb. 11). 

Die beiden verschiedenen Versuchsanordnungen (wechselnde Aci- 
ditaét bei gleichbleibender Temperatur, und verschiedene Temperatur 
bei wechselnder Aciditat) liefern somit tibereinstimmende Ergebnisse: 
im alkalischen Gebiet ist die saure Duodenalprotease schlecht haltbar, 
im stark sauren maBig gut, und im schwach sauren Gebiet ist sie in jeder 
Hinsicht am stabilsten. 


II. Antrum Pylori 


In Kapitel I konnte gezeigt werden, daB die Proteasen des Magen- 
fundus und des oberen Duodenums méglicherweise identisch sind. Nur 
die Verschiedenheit in der Resistenz gegen Alkali hatte uns veranlaBt, 
einen kleinen Vorbehalt anzubringen. Nun ist aber zwischen Magen- 
fundus und Duodenum das Antrum Pylori eingeschaltet, dessen Schleim- 
haut ebenfalls Pepsin enthalt, wenn auch in kleineren Mengen als der 
Fundus?’: *: 5.18, Es ist deshalb notwendig, neben dem Pepsin auch nach 
einem allfilligen Kathepsingehalt der Pars Pylorica des Magens zu 


15 §, Buchs, Vitamin-, Hormon-, Fermentforsch., im Druck. 

16 Zitiert nach P. Tichomirow, diese Z. 55, 107 [1908]. 

17 W.Ebstein u. P. Griitzner, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen, 
Tiere 6, 1 [1872]; 8, 122 [1874]. 
18 Akagi Shin, Ber. ges. Physiol. 98, 537 [1936]. 
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suchen, und ferner zu sehen, ob die Protease des Antrums in ihrer Alkali- 


resistenz mehr zum Fundus oder mehr zum Duodenum hinneigt. 


Abb. 12 stellt eine typische p,-Aktivitétskurve eines salzsauren 
Extraktes einer Antrumschleimhaut vom Menschen dar. Die Kurve ist 
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Abb. 12—15. 


Abb. 12. py-Aktivitatskurve eines salzsauren Extraktes der Schleimhaut des 
Antrum Pylori des Menschen. Zeit 60 Min. 


Abb. 13. Wie Abb. 12; o—o—o genuin, -—-—- Substrat mit Schwefelwasserstoff 
gesattigt. 
Abb. 14. Temperatur-Aktivitatskurven einiger Schleimhautextrakte aus dem An- 
trum Pylori des Menschen. —— py 3,3, ---- py 2,1. 


Abb. 15. Alkaliresistenz eines Schleimhautextraktes des Antrum Pylori (Mensch). 
Procedere wie in Abb. 10. Proteolyse bei py 3,1. 


den entsprechenden Kurven aus Fundus und oberem Duodenum ahn- 
lich, ihr Aufbau aus 2 Komponenten ist unverkennbar. Abb. 13 zeigt 
die Aktivierbarkeit der Protease des Antrum Pylori mit Schwefel- 
wasserstoff. Extrakte aus dem distalen Magen erfordern eine langere 
Verdauungszeit als Fundusextrakte, d.h. sie sind weniger wirksam. 
Dies stimmt mit den Angaben der bereits zitierten Autoren tiberein. 

In Abb. 14 sind die Umsitze bei héherer Temperatur fiir py 2,1 
und 3,3 dargestellt. Das Temperaturoptimum liegt fiir die Pepsinver- 
dauung bei 50° C, fiir die Kathepsinverdauung bei etwa 60—63° C. 
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Das Ferment, fiir sich allein erhitzt, ist wie im Fundus und oberen 
Duodenum bei py 4 am stabilsten. Die Alkaliresistenz zeigt schlieBlich 
Abb. 15, aus der hervorgeht, daB sie tatsachlich eine Mittelstellung 
zwischen Fundus und oberem Duodenum einnimmt. Die Protease des 
Pylorus ist gegen Alkali stabiler als die des Fundus, aber weniger stabil 
als die des Duodenums. Da das Pylorussekret neutral ist, k6nnte man 
auch hier von einer Anpassung an das Milieu sprechen. Im tibrigen hat 
schon Tichomirow!® festgestellt, da der Saft des Antrum Pylori 
nicht nur Alkali an und fiir sich besser ertragt als der Fundussaft, sondern 
auch den raschen Ubergang vom Alkalischen ins Saure. Er fiihrt diese 
erhéhte Resistenz auf die Schutzwirkung des beigemengten Schleimes 
zurick. 












































III. Duodenalsaft 


Das Kathepsin im Duodenalsaft ist von Freudenberg? ? ein- 
gehend beschrieben worden. Es bleibt uns deshalb nur iibrig, seine Er- 
gebnisse mit unserer Methodik zu bestatigen und auf die Beziehungen 
zwischen der Protease in Duodenal-Saft und Duodenal-Extrakt 
niher einzutreten. 


1. Frische Duodenalsafte, genuin untersucht 

Die Anwesenheit von Trypsin im Duodenalsaft stérte unsere 
Messungen nie. Wegen der geringen Menge saurer Duodenalprotease, 
des hemmenden Einflusses der Gallensiuren und ihrer Salze (Abb. 6) 
und wegen der Schadigung des Ferments durch das vorherige Aufbe- 
wahren im alkalischen Milieu (s. FuBnote * und Abb. 10) muBte die 
Verdauung meist auf iiber 12 Stdn. ausgedehnt werden. 

In Abb. 16 ist die py-Aktivitétskurve eines Duodenalsaftes von 
einem 53-jahr. Pat. mit einer Leberzirrhose dargestellt*. Wir glauben, 
daB es sich um eine reine Trypsinkurve handelt, obwohl die von 
Northrop!® mit Edestin als Substrat aufgenommene p,-Aktivitits- 
kurve bei pq 6 unvermittelt abbricht. Die Spaltung bei py 4,2 verdankt 
ihre Existenz wohl nur der 17-stdg. Bebriitungsdauer; bei 1—2-stdg. 
Bebriitung, wie sie fiir das kraftige Trypsin sonst tiblich ist, ware die 
Trypsinkurve wohl schmiler ausgefallen. Die Untersuchung der Blasen- 
galle (B-Galle) vom gleichen Patienten (anschlieBend an den obigen 


* Die Duodenalsafte verdanken wir den Laboratorien der Med. Klinik des 
Biirgerspitals und des St. Clara-Spitals, Basel, welche uns in zuvorkommender 
Weise wahrend vieler Monate die fiir sie unbrauchbaren Reste ihres Untersuchungs- 
materials iiberlassen haben. Die Duodenalsondierungen begannen in der Regel 
morgens etwa 9 Uhr. Gegen 11 Uhr kamen wir meist in den Besitz der Safte. 
So vergingen bis zu ihrer Verwertung meist 2—3 Stdn. Wenn die Duodenalsifte 
fiir uns auch im Ejisschrank aufbewahrt wurden, so darf die Schadigung der Pro- 
tease durch das alkalische Milieu wahrscheinlich doch nicht zu gering eingeschatzt 
werden. Wir haben prinzipiell nur Safte verwendet, die Lackmus intensiv blau 
farbten. 

19 J. H. Northrop, J. gen. Physiol. 5, 263 [1922]. 
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Duodenalsaft entnommen) zeigt ein ganz anderes Bild: neben dem 
Trypsin findet sich eine zweite Protease im stark sauren Gebiet vor, die 
zweifellos die saure Duodenalprotease, d. h. Pepsin und Kathepsin, ist 
(Abb. 17, ausgezogene Kurve). Nach einer Aufbewahrung von 12 Tagen 
im Kisschrank und bei alkalischer Reaktion haben wir die gleiche 
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Abb. 16. p;-Aktivitatskurve eines frischen Duodenalsaftes; 17-stdg. Einwirkung 
bei 40°. 


Abb. 17. py-Aktivitatskurve einer Blasengalle; ausgezogene Kurve: frisch unter- 
sucht, gestrichelte Kurve: 12 Tage nach Aufbew ahrung im Eisschrank bei alkali- 
scher Reaktion untersucht; 17-stdg. E inwirkung bei 40°. 


Abb. 18. p,,-Aktivitatskurve eines Duodenalsaftes bei 40°. 
o—o—o genuin untersucht, x—x—x untersucht nach Sattigung des Substrats mit 
Schwefelwasserstoff. 
Abb. 19. Derselbe Duodenalsaft wie in Abb. 18. 
o—o—o bei 40° untersucht, x—x—x bei 60° untersucht. 


Abb. 20. Temperatur-Aktivitaétskurven einer gepoolten B-Galle. 
o—o—o Proteolyse bei py 3,4, -—-—- Proteolyse bei py 2,1. 


Abb. 21. Alkaliresistenz des Duodenalsaftes. 
Procedere wie in Abb. 10. 
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B-Galle nochmals untersucht und immer noch Reste dieser Protease 
in ihr vorgefunden (Abb. 17, gestrichelte Kurve). 

Die Anwesenheit von Duodenalprotease in der B-Galle und ihr 
Fehlen in der A-Galle (= Duodenalsaft) haben wir zu mehreren Malen 
angetroffen. Wir halten es fiir ausgeschlossen, da sie aus dem Magen- 
saft stammt, denn wenn er bei der Passage durch den Magen in die Sonde 
eindringen wiirde, so miiBte sich die Protease in der A-Galle finden. 
Wenn aber die A-Galle frei ist, so muB die B-Galle erst recht frei sein, 
es sei denn, die Protease werde vom Duodenum sezerniert. Man ist dem- 


' nach fast gezwungen, anzunehmen, daB Pepton, Magnesiumsulfat usw. 


nicht nur die Gallenblase zur Entleerung bringen, sondern auch die 
Duodenalschleimhaut zu vermehrter Sekretion der Duodenalprotease 
anregen. 


2. Gepoolte, angesiuerte und aufbewahrte Duodenalsafte 


Freudenberg? hat das Duodenalkathepsin nachgewiesen, nach- 
dem er das Trypsin durch Ansiuern des Duodenalsaftes mit organischen 
Siuren bis px3 und 20 Min. langes Erhitzen auf 55° zerstért hatte. 
Wir versetzten den Duodenalsaft mit 2-n. HCl bis py 2 und bewahrten 
ihn ohne vorangegangene Erwirmung lingere Zeit im Eisschrank auf. 
Hierdurch wird das Trypsin ebenfalls zerstért, wahrend andere Proteasen 
erhalten bleiben. Um geniigend Material zu bekommen, sammelten wir 
wahrend vieler Monate Reste von Duodenalsiften (,,gepoolte Safte). 
Die Gallenfarbstoffe, FremdeiweiB usw. setzten sich dabei am Boden ab 
oder wurden abfiltriert, und die leicht opaleszente, grauliche tiber- 
stehende Flissigkeit wurde zum Fermentnachweis benutzt. A- und B- 
Galle wurden getrennt gesammelt. 

Die gepoolten Safte waren sowohl im Pepsin- als auch im Kathepsin- 
bereich sehr stark wirksam, wenn sie nicht mit Calciumcarbonat abge- 
stumpft waren (s. spater). 

Abb. 18 und 19 zeigen 2 soleher Kurven, genuin und aktiviert (mit 
Schwefelwasserstoff resp. durch Erhéhung der Bebriitungstemperatur 
auf 60°). Auch im Duodenalsaft liegt das Temperaturoptimum der Ver- 
dauung fiir Kathepsin (pq 3,4) bei 57°, fiir Pepsin (py 2,1) bei 50° 
(Abb. 20). Das Maximum der Resistenz der Duodenalprotease gegen 
Erwarmen findet sich wiederum bei pg 4. Der Wirkungsverlust durch 
bloBes Stehenlassen bei py 5—6 ist ganz enorm: dieselben Duodenal- 
sifte, die wihrend 6 Monaten bei py 2 im Eis gestanden und sich so 
lange ausgezeichnet konserviert hatten, verlieren nach Abstumpfen mit 
Calciumcarbonat binnen weniger Tage ihre ganze Wirksamkeit. Es ist 
nichts so schidlich wie das Aufbewahren eines Saftes oder eines Ex- 
traktes bei nicht geniigend saurer Reaktion (vgl. hierzu auch 1. ¢. 1°). 

Abb. 21 zeigt die schlechte Alkaliresistenz des Duodenalsafts. Diese 
Kigenschaft ist sehr auffallig und steht in schroffem Gegensatz zu der 
relativ guten Alkaliresistenz des aus der Schleimhaut extrahierten 
Duodenalkathepsins und -pepsins, welche sogar zwei- und dreimaliges 
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Alkalisieren tiberraschend gut tiberstehen. Magenprotease und Protease 
des Duodenalsafts verhalten sich hierin gleich, und dem Einwand, die 
letztere sei bloB verschleppte Magenprotease, kommt hierdurch erhéhtes 
Gewicht zu. Zugunsten des gleichen Einwandes kénnte auch noch an- 
gefiihrt werden, daB der kiinstlich alkalisch gemachte Magensaft ebenso 
schlecht wirksam sei wie der auf natiirliche Art alkalisierte Duodenal- 
saft, denn beide verdauen ihr Substrat (Edestin) erst nach einer Be- 
briitungsdauer von etwa 10—20 Stdn. vollstindig (s. Tab.). Obwohl 
wir diese Deutung ablehnen, waren wir nicht imstande, sie experimentell 


Proteolyse durch einen Magensaft, der nach 3-stdg. Stehenlassen 
bei alkalischer Reaktion mit 2-n. HCl wieder angesaiuert worden ist: 








Dauer der Proteolyse | Umsatz in °/) bei py 
in Stdn. 1,8 | 3,1 
3 23 26 
6 2 42 
20 71 78 





zu widerlegen. Auch ist es unméglich, die EiweiSarmut des Duodenal- 
saftes und den EiweiBreichtum der Schleimhautextrakte zur Erklarung 
des unterschiedlichen Verhaltens der Alkaliresistenz im Duodenum 
heranzuziehen, da Magensaft und Magenschleimhautextrakte unab- 
hangig von ihrem Eiweibgehalt genau gleich alkaliempfindlich sind. 

So bleibt nichts anderes iibrig, als zu bekennen, da’ unsere Me- 
thoden es uns noch nicht erlauben, die Herkunft der Protease des Duo- 
denalsaftes aus der Duodenalschleimhaut zu beweisen. Wenn wir trotz- 
dem an die Sekretion von Pepsin und Kathepsin ins Duodenum glauben, 
so tun wir dies, gestiitzt auf die Tierversuche von Pawlow und Parast- 
schuk® sowie von Ponomarew?, bei denen der Fistelsaft aus dem 
operativ isolierten oberen Duodenum des Hundes geringe Mengen davon 
enthalten hat. 


Zusammenfassung 


Schleimhautextrakte des Antrum Pylori und des oberen Zwélf- 
fingerdarms enthalten Pepsin und Kathepsin. Diese Enzyme geben alle 
fiir sie typischen Reaktionen und unterscheiden sich von den gleich- 
namigen Proteasen des Magenfundus 

1. in ihrer Menge, resp. in ihrer Aktivitit, 

2. in.der Alkaliresistenz, und 

3. in ihrem Temperaturoptimum der Verdauung. 
Je weiter aboral extrahiert wird, um so schwicher wird der Extrakt, 
um so resistenter ist er gegen Alkali, und um so tiefer liegt sein Tempe- 
raturoptimum der Verdauung. Die erhéhte Alkaliresistenz wird als An- 
passungserscheinung an die abnehmende Aciditaét des Lumens ange- 
sehen, und das erniedrigte Temperaturoptimum der Verdauung wird in 
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direkte Abhingigkeit von der erniedrigten Aktivitat gebracht: es wird 
angenommen, daB die langdauernde Einwirkung von hohen Tempera- 
turen das nur langsam wirkende Ferment mehr schadigt als aktiviert. 
Auch der Duodenalsaft enthalt (neben Trypsin) Pepsin und Kathepsin. 
Eine Methode wird beschrieben, um die letzteren zu konservieren. Die 
,sauren‘‘ Proteasen sind hier in ebenso geringen Mengen vorhanden wie 
in der Duodenalschleimhaut, und auch ihr Temperaturoptimum der 
Verdauung liegt entsprechend tiefer. Die Enzyme des Duodenalsafts 
sind aber ebenso alkali-empfindlich wie Pepsin und Kathepsin aus dem 


' Magenfundus. Trotzdem wird vermutet, daB die ,,sauren‘‘ Proteasen des 


Duodenalsaftes der Duodenalschleimhaut entstammen. 


Der ,,Sog“ in der Papierelektrophorese 
Von 
K. Slotta, 8. Bril und A. Ballester 
Aus der wissenschaftlichen Abteilung der Ind. Farm. Endochimica §/A., 
Sao Paulo, Brasilien 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Oktober 1953) 


Einige Beobachtungen, die wir bei der Papierelektrophorese von 
Seren im wesentlichen mit der Versuchsanordnung nach GraBmann 
und Hannig! gemacht hatten, regten uns zu Versuchen iiber eine Er- 
scheinung an, die zwar schon von anderer Seite beobachtet und be- 
schrieben2, aber bisher unseres Wissens nach noch nicht geniigend er- 
forscht wurde. 

Es handelt sich um Strémung des Puffers, die durch Verdunstung 
aus dem Papierstreifen waihrend der Elektrophorese eintritt und die auf 
die Wanderung der Proteine einen deutlichen EinfluB ausiibt. Wenn man 
die Verdunstung nicht durch Einbetten des Streifens in Chlorbenzol oder 
durch Zusammendriicken zwischen Glasplatten ausschaltet, was experi- 
mentelle Nachteile hat, so besteht dieser ,,Sog‘‘ immer von den Enden 
nach der Mitte zu und kann wesentlichen EinfluB gewinnen, besonders 
wenn der Auftragsort nicht entsprechend gewahlt und wenn mit hdheren 
Stromdichten gearbeitet wird. 


Der EinfluB der Stromdichte wird aus den 3 Versuchen klar, in denen wir die 
Elektrophorese desselben Serums mit 0,25, 0,5 und 0,85 mA pro cm Streifenbreite 


1 W.GraBmann u. K. Hannig, diese Z. 290, 1 [1952]. 
2 —.L. Durrum, J. Amer. chem. Soc. 72, 2947 [1950]; H. G. Kunkel u. 
A. Tiselius, J. gen. Physiol. 35, 92 (oben) [1951]; H. Michl, Mh. Chem, 88, 215 
[1952]; C. v. Holt, K. D. Voigt u. K. Gaede, Biochem. Z. 3828, 345 [1952]. 
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durchfiihrten. Man sieht aus Abb. 1, daB im ersten und auch noch im zweiten Ver- 
such eine gute Trennung erzielt wurde, aber daB mit 0,85 mA die Verdunstung und 
damit der Sog so stark war, daB man nur noch eine Albumin- und eine Globulin. 
Bande ohne jede feinere Unterteilung erkennen kann. Fiir die praktische Anwendung 
wird man also eine Stromdichte von 0,25 mA pro cm Streifenbreite vorziehen, wie 
sie von GraBmann und Hannig! empfohlen wurde. 


Auf jedes Proteinmolekiil wirken bei der Papierelektrophorese vor 
allem drei Krafte : einmal die elektroosmotische, die eine gleichmaBige 
Wanderung des Puffers und somit Verschiebung des Proteins von der 
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Abb. 1. Elektrophorese menschlichen Serums bei verschiedenen Stromdichten. 
A. O. = Auftragsort. 


Anode zur Kathode hervorruft. Sie ist bei Verwendung von Filterpapier 
Whatman Nr. 1 so klein, daB sie vernachlissigt werden kann. Dann die 
elektrophoretische Kraft, die je nach der Art der Lage des iso- 
elektrischen Punktes jedes Proteinanteils bei gleicher Stromdichte ver- 
schieden gro ist, was deren Trennung bewirkt. SchlieBlich der ,,Sog“, 
der in sehr geringem Mae auch ohne Anlegung des elektrischen Feldes 
vorhanden ist, aber bei der Elektrophorese infolge der erheblich gréBeren 
Verdunstung wesentlich wird. Er kann die Wanderungsgeschwindigkeit 
aller Proteine vergr6Bern oder verkleinern oder auch die Verschiebung 
der einen férdern und anderer hemmen, je nach der Lage der Bande auf 
der Anoden- oder Kathodenseite. 

Aus vielen Versuchen greifen wir einen heraus, der die Erscheinung 
des Sogs besonders deutlich zeigt. 


Wir benutzen eine gréBere Elektrophorese-Kammer, in der sechzehn 2 cm 
breite und 28 cm lange Streifen Platz hatten, und die durch eine Gummidichtung 
praktisch voilkommen geschlossen war. Sie befand sich in einem auf + 4°C ge- 
kiihlten Raume. Wir benutzten zu allen hier weiterhin beschriebenen Versuchen eine 
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Mischung von menschlichem y-Globulin mit 17° Albumingehalt, die zu 7%, in 
physiologischer Kochsalzlésung gelést war. Nachdem der Apparat 90 Min. gestan- 
den hatte, um die Streifen und die Atmosphare méglichst zu sattigen, wurde die 
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Abb. 2. Versuch mit Globulin-Albumin-Mischung. Die Ziffern zeigen die Dauer 
jedes Versuches in Minuten an. 











Proteinlésung 7,5 cm von der Mitte an der Kathodenseite auf eine vorher mit Fil- 
trierpapier getrocknete ungefahr 1 cm breite Stelle aufgetragen und ein Strom von 
0,5 mA pro cm Streifenbreite angelegt. 

Nach den in Abb. 2 angegebenen Zeiten wurde je ein Streifen herausgenommen 
und jedesmal die Stromstarke auf 0,5 mA pro cm Streifenbreite neu eingestellt. 
Wahrend der Zeit, bis auf alle Streifen das Protein aufgetragen und ehe der Strom 
eingeschaltet wurde (ungefahr 15 Min.), verschob sich das Proteingemisch allein um 
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1 cm, dann nach Einschalten wanderte das Albumin mit fast gleichbleibender Ge- 
schwindigkeit 6—7 Stdn. lang bis zur Mitte. Von da an verlangsamte sich die Ge. 
schwindigkeit, bis die Albuminfraktion nach 13 Stdn. ihre Stellung nicht mehr 
anderte, wahrend das y-Globulin in dieser Zeit mit gleichbleibender Geschwindig- 
keit weiter zur Mitte wanderte. Das Maximum der Trennung war mithin nach 
13 Stdn. erreicht. 

Als wir aus diesen Versuchen sahen, welche groBe Wirkung der Sog 


auf die Wanderung der Proteine hat, haben wir Versuche angestellt, 
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Abb. 3. EinfluB des Sogs auf die Wanderung eines Proteingemisches nach Anlegung 
von Wechselstrom. 


die zeigen sollten, wieweit dasselbe Proteingemisch durch diese Saug- 
wirkung allein verschoben werden kann, wenn es keiner elektro- 
phoretischen Kraft ausgesetzt ist. 

Dazu wurde es auf Streifen von 4 cm Breite 7,5 em, 5,7 cm, 4,7 cm und 3 cm 
entfernt von der Mitte aufgetragen und ein Wechselstrom von 220 V und 0,5 mA 
pro cm wahrend 61% Stdn. bei + 8°C hindurchgeschickt. Da der Sog nach der Mitte 
hinzu abnimmt, sieht man, daB sich in allen Streifen die (natiirlich nicht getrenn- 
ten) Protein-Banden am Ende fast in derselben Entfernung 2—3 cm von der Mitte 
befinden (Abb. 3). Je nach der Auftragsstelle haben sie sich mit einer Durchschnitts- 
Stunden-Geschwindigkeit von rund 6,9 mm, 5,4 mm, 3,8 mm oder nur 3,1 mm be- 
wegt und dementsprechend in der gesamten Zeit rund 4,5 cm, 3,5 em, 2,5 em oder 
nur 2,0 cm durchlaufen, 

Weiterhin konnten wir den Einflu8 des Sogs besonders klar sehen, als wir das 
schon 6fters gebrauchte Protein-Gemisch 7,5 cm von der Mitte auf der Anoden- 
Seite auftrugen und Gleichstrom von 0,5 mA pro cm anwandten. Der Versuch 
wurde beiZimmertemperatur von 28°C durchgefiihrt. Die elektrophoretische Kraft 
reicht unter diesen Bedingungen nicht aus, um die Albumin-Fraktion nach der 
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Anode hin’zu verschieben; der starke Sog bewirkt, daB sie eher etwas der Kathode 
zu wandert. Das Globulin, dessen Aufladung geringer ist, unterliegt dem Sog nach 
der Mitte noch starker und wird von ihm fortgerissen, so da8 wir nach 4 Stdn. eine 


leidlich gute Trennung erhalten (Abb. 4). 

Um eine Vorstellung zu bekommen, in welcher Grd®enanordnung 
sich die Verdampfung des Wassers bei der Papierelektrophorese bewegt, 
benutzen wir folgende besondere Anordnung: 


Zwei GefaBe mit Pufferlésung, den entsprechenden Haltern und je zwei Papier- 
streifen von 28,54 cm befanden sich unter einer umgekehrten Schale von 2,51 
Inhalt, die auf eine Gummiplatte vollstandig luftdicht durch Klammern aufge- 


y haa Glob. 








Abb. 4. EinfluB des Sogs beim Auftragen des Protein-Gemischs auf der 
Anoden-Seite. 


schraubt war. Der Apparat befand sich entweder in der Kaltekammer bei + 6°C 
oder bei Zimmertemperatur von 20—25°C und erlaubte eine genau einzustellende 
Stromdichte durch die Streifen zu schicken. In gewissen Zeitabstanden wurden die 
GefaBe, Halter und Streifen gewogen und so die gesamte eingetretene Verdampfung 
bestimmt. Nach Abzug der von der Oberflache der GefaBe mit der Pufferlésung 
verdampften Wassermenge erhielten wir gut reproduzierbare Werte fiir die von den 
Streifen allein wihrend des Versuches abgegebene Wassermenge. Die Linge jedes 
der 4 cm breiten Streifen zwischen den GefaSen mit der Pufferlésung betrug 23 cm. 

Betrachtet man die Kurven in Abb. 5, aus denen die unter diesen Bedingungen 
von zwei Streifen nach einer gewissen Stundenzahl] verdampften Wassermenge in 
g hervorgehen, so ergibt sich zunichst, daB die Verdampfung ohne Stromdurchgang 
selbst nach 20 Stdn. noch weniger als 1 g Wasser pro zwei Streifen betragt. Erst 
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durch den Stromdurchgang tritt wesentliche Verdampf i iterhi i 
gan pfung ein. Weiterhin ergibt 
sich, daB der Unterschied in den Versuchen, wo die Elektrophorese bei 6°C ith. 


gefiihrt wurde, gegeniiber denen bei Zimmertemperatur nicht erheblich ist. 
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Abb. 5. Messung der Wasser- 
verdunstung aus Papierstreifen 
23 X 4 em bei der Elektro- 
phorese unter verschiedenen 
Stromdichten bei 6° (----) und 
bei 20° (——). Stromdichten 
siehe untenstehende Tabelle. 


Bei niedriger Temperatur ist die Verdampfung in den ersten Stunden héher als 
bei Zimmertemperatur; spater ist es umgekehrt. Arbeitet man mit 0,25 mA pro cm, 
so ist nach 10 Stdn. bei 6°C ebensoviel Wasser wie bei 25°C verdampft. Da man in 
der Regel diese Stromdichte und eine ahnliche oder wenig langere Versuchszeit an- 
wendet, so ergibt sich, daf das Arbeiten im Kalteraum praktisch keinen Vorteil 


bietet. 


Aus unseren Versuchen ergeben sich fiir die Verdampfung aus einem Streifen 
bzw. 1 cm? Papieroberflache wahrend einer Stunde folgende Werte: 








onein Stromdichte Verdampfung aus Verdampfung aus 
mA/cm 1 Streifen/Stde. 1 cm?/Stde. 
A und B 0 11 mg 0,12 mg 
C 0,25 56 mg 0,63 mg 
D 0,25 80 mg 0,91 mg 
q 0,5 225 mg 2,57 mg 
F 0,5 270 mg 3,09 mg 
G 1 730 mg 8,33 mg 











Diese Werte kénnen natiirlich nur als gewisse Anhaltspunkte gelten, denn sie 
hangen stark von der Beschaffenheit des Papiers, dem Volumen der Kammer und 
verschiedenen anderen Faktoren ab. 
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Zusammenfassung 


1. Ist die Verdampfung bei der Papierelektrophorese nicht durch 
besondere Vorkehrungen gehindert, so spielt der Sog eine nicht zu unter- 
schitzende Rolle. 

2. Der Sog kann giinstig oder ungiinstig auf die Trennung des Pro- 
teingemisches wirken. Wesentlich ist die richtige Wahl der Auftragstelle 
und eine nicht zu hohe Stromdichte. 

3. Das Arbeiten unterhalb der Zimmertemperatur bietet praktisch 
keinen Vorteil. 


Zur quantitativen Mikroanalyse freier Aminosauren 
mittels einer einfachen Cu-Komplexmethode 


Von 


H. W. Spier und G. Pascher 


Aus der Dermatologischen Klinik und Poliklinik der Universitit Miinchen 
(Direktor: Prof. Dr. A. Marchionini) 


(Der Schriftleitung zugegangen ain 11. November 1953) 


Im Rahmen physiologischer Untersuchungen der Hautoberflache 
suchten wir nach einer serienmaBig leicht durchfithrbaren Mikromethode 
zur Bestimmung freier Aminosiuren (AS). Am geeignetsten hierfiir er- 
schien die Cu-Komplexmethode nach Pope und Stevens}, die darauf 
beruht, daB in alkalischer Lésung die Aminosiéuren unter Beteiligung der 
Carboxylgruppen und der «-Aminogruppen (bzw. der Iminogruppen) 
mit dem Kupfer eines fast unléslichen Kupfersalzes (Kupferphosphat) 
lésliche innere Komplexsalze bilden. 

Das geléste Kupfer kann jodometrisch! oder iiber das intensiv gelbe Kupfer- 
diathyl-dithiocarbamat ? * kolorimetrisch bestimmt werden. — Ammoniak stort 
bekanntlich nicht, Imino-Stickstoff wird miterfaBt. 

Nach Pope und Stevens! wird der freie «-Amino-Stickstoff be- 
stimmt, indem man die zu analysierende Lésung in einem Borat-Phos- 
phatpuffer vom py 9,3 mit einer definierten Kupferphosphat-Suspension 
reagieren laBt, wobei begrenzte Haltbarkeit der Suspension und u. U. 
betrachtlich vom N/Cu-Faktor 0,44 (2 N:1 Cu) abweichende Analysen- 
werte‘ sich nachteilig auswirken. 


1 0.G. Pope u. M. F. Stevens, Biochem. J. 33, 1070 [1939]. 

2 7T. Callan u. J. A. R. Henderson, Analyst. 54, 650 [1929]. 

3-H. A. Stiff jr., J. biol. Chemistry 177, 179 [1949]. 

4 H. Rauen, G. Leonhardi u. M. Buchka, diese Z. 284, 178 [1945]. 
10* 
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Woiwod?® ersetzt Na,B,O, durch Na,HPO,, wodurch eine haltbarere 
Suspension des Kupferphosphates, Herabsetzung der Blindwerte und_ bessere 
Annaherung des Cu/N-Verhaltnisses an den Faktor 0,44 bei Vorlage der meisten 
AS sich erzielen lassen sollen. 

Spier und Fortleff® untersuchten die Kupferbindungsfihigkeit 
des abschabbaren Detritus der obersten Hornschicht beim Menschen in 
fortlaufenden alkalischen Puffer-py-Stufen. Ihre Annahme, daB im 
schwach alkalischen py-Bereich, zumindest bei py 7,4 (Atkins- 
Pantin Borséure-Sodapuffer, gepulvertes Kupferphosphat), der aus 


Tab. la. Vergleichende Bestimmung der freien AS in waBrigen Ausziigen epider- 
maler Hornschicht (Mensch) mittels Cu-Komplex- (pq 7,4) und Ninhydrinmethode 

















(s. Text). 
Abweichungen der 
Methode mittels der Cu-Kom- 
plexmethode best. 
a-Amino-N von den 
Cu-Komplex Ninhydrin . Ninhydrinwerten in 
oO 
/0 
0,82 0,84 — 2,4 
0,52 0,52 0 
1,15 1,15 0 
0,91 0,89 + 2,3 
1,41 1,38 + 2,1 
Einzelbest. * 0,71 0,74 — 4,0 
1,46 1,50 — 2,6 
0,78 0,83 — 6,0 
0,66 0,62 + 6,5 
i 1,61 1,74 — 7,5 
Sammelextrakte 
25 Vers.-Personen 1,07 1,15 — 6,8 
31 Vers.-Personen 1,12 1,06 + 5,8 





dem vorgelegten Horndetritus eluierbare «-Amino-Stickstoff, seiner- 
seits aus einem Gemisch von mindestens 16 freien Einzel-AS’ stam- 
mend, Kupfer aus Kupferphosphat im Verhiltnis 2 N:1 Cu lost, wurde 
durch eine Reihe von Parallelbestimmungen mit der Ninhydrinmethode 
nach Moore und Stein, durchgefiihrt von Pascher, weitgehend be- 
statigt (s. Tab. la). 

Ammoniakgehalt und verschiedene Farbintensititsfaktoren der AS bedingen 
bei den vorliegenden Substraten auf Grund quantitativer Analysen (s. 1. c.”) nur 
geringe Korrekturen. 

Tab. 1b gibt Vergleichswerte eines Rohkeratin-Hydrolysates (ge- 
waschenes Epidermis-Schabsel), wobei zu beachten ist, daB dieses im 
Gegensatz zu MHornschichtschabsel-Eluaten Prolin, Oxyprolin und 
Ammoniak in erheblichen bzw. unbekannten Mengen enthilt. 


5 A. J. Woiwod, Nature [London] 161, 169; Biochem. J. 42, XXVIII. 

6 H. W. Spier u. F. Fortleff, Arch. Dermatologic u. Syphylis 196, 22 
[1953]. 

7 H.W. Spier u. G. Pascher, Klin. Wschr. 31, 997 [1953. 

8 S. Moore u. W.H. Stein, J. biol. Chemistry 176, 367 [1948]. 
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Tab. 1b. Vergleichende Bestimmungen des «-Amino-N in einem salzsauren ,,Roh- 
Keratin‘-Hydrolysat (s. Text) mittels Cu-Komplex- (py 7,4) und Ninhydrin- 














methode. 
= Cu-Komplexmethode Ninhydrin- 
Keratin“ py 7.4 Pr 9.3 methode 
in der zur > 
kolor. 0 A a-Ami- o A a-Ami- Laem 
Best. vor- |, - | no-N, be-] | - | no-N, be- PA ren See 
gelegten | 7 Ce) 7s zogen auf yCal) 7N zogen auf ¥% — “a 
Menge ,.Keratin‘ ..Keratin‘ ico 
49,25 —_ _ — — — ~- 4,46 9,05 
98,5 23,5 | 10,35 10,5 20,0 8,8 8,95 9,01 9,15 
197,0 45,0 | 19,8 10,6 57,5 | 25,3 12,75 18,1 9,18 
492,5 113,0 | 49,8 10,1 140,0 | 61,5 12,50 -- _ 


























Tab. 2. Cu-Bindungsvermégen einzelner AS bei py 7,4 (Atkins-Pantin-Puffer), 
Py 9,3 (ebenso) und py ~ 11,8 (5-proz. tert. Natriumphosphat). 





































































































PH 11,8 
Vorlage Py 4 Py 9.3 (5-proz. 
Na,PO,-12H,0) 
a th twos % = ww i] 
- & eot = «o i am < 
2 | £u6 Egs.e| =2 [S28 Se | 22% 
Aminosiiure g Sze] NCu lesa | £2 [SSE] Neu] ge zee | N/Cu 
< alte egee o8 riage es ORS 
’ es as - 
vd S qs | << |S << | *8 
51,0 11,0 | 0,463 | + 5 | 2:1 
Alanin 102,0 23,0 | 0,444 | + 1 | 2:1 
170,0 40,0 | 0,425 | — 4 | 2:1 
56,5 14,0 | 0403 | — 8 | 2:1 
Glykokoll 113,0 31,5 0,360 — 18 und 
188,0 50,0 | 0,380 14 | 3:2 
77,0 17,5 | 0,440 o | 2:1 
Citrullin 154,0 37,0 0,420 — 4 2:1 
257,0 60,5 | 0,425 | — 3 | 2:1 
; 66,0 18,0 | 0,367 | —16 | 2:1 
—* 132.0 | 37,0 | 0,357 | —19 | und 
220,0 57,5 | 0,382 | —13 | 3:2 
128,4 31,5 | 0,408 | — 7 | 2:1 37,0 |0,208 | 1:1 -_ 
; ve 17,8 37,0 | 0,384 | —12 |° und 44,0 |0,393)| 3:2 5,0 35 
Glutaminsiure | 914’9 | 495 | 0,432 | — 2 | 3:2 | 63,0 asaol und ii - 
288,0 63,0 | 0,394 | — 10 72,0 10,400J} 2:1 14,5 | 0,20 
80,0 18,0 | 0,444 | + 1] 2:8 21,3 |0,375)| 3:2 7,5 | 1,07 
Prolin 161,0 35,0 |- 0,460 + 4 2:1 47,5 10,340 und 227 0,71 
268,0 58,5 | 0,457 |] + 4 | 2:l 71,5 |0,375 35,7 | 0,75 
66,6 15,5 | 0,430 | — 2 | 2: 18,5 |0,360 6,4 | 1,03 
133,3 35,0 | 0,380 | —13 | 2:1u.]} 43,5 |0,306)] 2:1 = - 
eine 222.0 58,5 | 0,380 | —13 | 3:2 65,0 |0,342(| und 36,4 | 0,61 
340,8 73,0 | 0,436 | — 1 | 2:1 98,5 |0,347(] 3:2 57,0 | 0,60 
440,0 | 101.2 | 0,436 | — 1 | 2:8 | 108,0 [0,408 85,0 | 0,52 
568,0 | 133,5 | 0,427 | — 3 | 2:1 | 164,010,347 _ - 
44,4 12,0 | 0367 | +11 | 3:2 12,5 b268) 3:2u 4,0 | 1,11 
Histidin HC] | 177,5 53,0 | 0,336 | + 2 | 3:2 58,5 (0,304 5] 2:1 28,5 | 0,62 
221,8 68,0 | 0,326 | — 1 | 3:2 82,0 [0,271 41,0 | 0,54 


Zugrunde gelegt sind die fettgedruckten Quotienten. 
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Tab. 3. Cu-Bindungsvermégen eines aus zwei Teilkomponenten (L,+L,) auf- 
gebauten AS-Gemisches. 


















































Py 11,8 (5-proz. 
Vorlage Py 74 Py %3 Na,PO,-12 H,0) 
“A & ee eee yy Ke 5 ; 
2 | §2¢ Z26| 2° zo | 8? s 
AS-Gemisch = 5 & =| ncu |2= esl so Nfcu | 22] 5 = 2 | ncu 
< meay BEsSs| 36 Se | 2S 
Md = arb] <a “i = 
0,05 ccm L, 95,7 21,0 0,455 +3 2:1 - _ ~ ~ - 
0,lcem L, 191,5 44,5 0,430 2 2:1 53,0} 0,361 2:1 22,5 0,85 
0,2cem L, 383,0 88,0 0,435 -1 2:1 100,0 | 0,383 and 58,0 0,66 
0,5cem L, 957,5 232,5 0,422 —4 2:1 258,0| 0,371 3:2 155,0 0,62 
1,0cem L, 1915,0 426,5 0,448 +2 2:1 535,0] 0,360 “ 406,0 0,47 
0,2 cem L, 104,3 23,0 0,453 +3 2:1 30,0 | 0,350 2:1 11,0 0,95 
0,5 cem L, 260,8 58,0 0,450 +2 2:1 75,0 | 0,348 iad 22,5 1,16 
1,0cem L, §21,5 119,0 0,438 0 2:1 127,0} 0,410 2 51,0 1,02 
2,0cem L, 1043,0 | 234,0 0,445 4-1 2:1 259,0 | 0,403 : 107,0 0,98 
| Laeeor 
L, + L, 121,8 26,5 0,460 +4 2:1 39,0 | 0,313 : _ 
(gleiche Volu- 243,6 56,5 0,432 —2 2:1 80,0} 0,304 } 3:2 - - 
mina) 609,2 143,0 0,426 —3 2:1 197,0 | 0,309 _- _ 
‘ 2: 1a, 
L,-+ Histidin- 19,1 5,0 | 0,382) —1 3:2 = = 
HCl. Histidin- 95,6 25,0 0,382 -—1 Hist: 3:2 = sa 
a-Amino-N 382,6 94,5 0,405 +5 3:2 3 and - - 
=21-Amino-N 956,0 253.0 0,380 -—1 andere | 322,0| 0,297 1:1 - = 
d. iibrigen AS 1913,0 470,0 0,418 +9 AS: 642,0] 0,298 : = = 
. 2:1 


























Prozentuale Zusammensetzung analog der AS-Relation in wiBrigen Hautschabsel-Extrakten. 
Teillésung L,: Asparaginsiure: 5,3°/, (die relativen Prozente beziehen sich auf die Mischung L, + 1L.,), 
Glutaminsiaure: 1,0°/,, Glykokoll: 7,5°/,, Serin: 32,5°/,, Valin: 3,0°/,, Leucin: 6,4°/), Phenylalanin: 4,5°/,, 
Tyrosin: 3,6°/,. Threonin wurde aus technischen Griinden durch Serin ersetzt. Teillé6sung L,: Citrul- 
lin: 12,1°/,, Histidin als Monohydrochlorid: 4,0°/,, Lysin als Dihydrochlorid: 4,0°/,, Arginin als Mono- 
hydrochlorid: 4,1°/,, Ornithin als Dihydrochlorid: 4,5°/,. Mischung gleicher Volumina von L, und L, 
ergibt eine beziiglich der AS-Zusammensetzung dem Hautschabsel-Extrakt analoge Lésung. Der nie- 
drige Gehalt an Histidin (N:Cu =3:2) von L, bzw. L,+L, stért das Bruttoverhiltnis N:Cu = 2:1 
nicht (zum Vergleich siehe letzten Abschnitt der Tab. 3). 


In zahlreichen Einzelbestimmungen wurde der erstaunlich hohe 
Gehalt an fretem a-Amino-Stickstoff der periphersten Hornschicht- 
Anteile beim Menschen von 0,7—2,2°% gefunden. Durchschnittswerte 
s. Tab. la. 


Methodik der 1-Aminostickstoff-Bestimmung bei py 7,4 


Verwendete Reagenzien. 1. Atkins-Pantin-Puffer py 7,4 (A. 12,404 g 
Borsaure + 14,912 g Kaliumchlorid im Liter. B. 21,2 g wasserfreies Natrium- 
carbonat im Liter; 95 Tle. A + 5 Tle. B). 

2. Kupferphosphat: 350 g Na,PO,-12 H,O werden in 31 Wasser geliést und 
eine Lésung von 250g CuSO,-5H,O unter kraftigem Riihren tropfenweise zu- 
gegeben. Der abgesaugte Niederschlag wird mit dest. Wasser, zuletzt mit 
redestilliertem Wasser sorgfaltig ausgewaschen, bis im Filtrat SO,-Ionen nur noch 
eben nachweisbar sind. 

3. 5-proz. Lésung von Na,PO,-12 H,0. 

4. 5-proz. Natrium-diathyl-dithiocarbamat-Lésung, vor Gebrauch evtl. zu 
filtrieren. 

5. Kupfer-Stammlésung: 3,926 g CuSO,-5 H,O im Liter (1 cem = 1 mg Cu.) 

Ausfiihrung: 1 ccm der zu analysierenden, annaihernd neutralen und an 
anorgan. Ionen armen Lésung (50—500 y Amino-N) wird mit 9 cem Atkins-Pantin- 
Puffer, py 7,4, sowie einer Spatelspitze Kupferphosphat versetzt, 1 Stde. intensiv 
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Tab. 4. Cu-Zahlen einiger fakultativer physiologischer AS-Begleitsubstanzen. 
(,,Cu-Zahl** = y gebundenes Cu/mg Substanz.) 

















,,Cu-Zahl** 
Substanz mg Vorlage 

Putt | py93 | pyll8 
WPCA. 6 se 18,1 @ — @ 
Kreatinin ...... 23,7 @ -- 106,0 
Ribose . 2. wee 30,7 @ @ +++ 
CCC i a 31,0 @ @ 305 
Galactose ...... 21,3 @ @ 387 
Mannose. ...... 16,6 @ @ 458 
Cholesterin ..... 28,2 @ — 7, 
Harnséure...... 45,1 4) -- @ 
Milchsiure. ..... 20,0 @ — 
Citronenséiure .... 5,0 302,0 302,0 -- 
Glucosamin ..... 4-4-4 








Tab. 5. Blindwerte in Abhangigkeit vom py-Wert (Atkins-Pantin-Puffer). 
PH - cay oy 7,4| 7,6] 8,3] 8,9] 9,2) 9,6] 10,0] 10,4] 10,7 
Extinktion . . . . . | 0,020] 0,025] 0,075] 0,110) 0,180} 0,290) 0,410} 0,390) 0,300 
Zahl der Parallelbest. 20 | 10 2 2 20 2 2 2 2 





Tab. 6. Abweichungen des Verhaltnisses N:Cu bei Verwendung eines KCl-freien 
Puffergemisches py 7,4 (im iibrigen nach Atkins-Pantin). 








a-Amino-N im 7 Atome N: 
Vorlage Ansatz N/Cu Atomen Cu 
Gemisch von: F 9° E 
Citrullin, Serin, Phenyl- ae reo aa 
alanin, Valin, Threonin, 368.0 0.255 1 ; 1 
Prolin, Alanin, Glycin . ” r 


Gemisch von: 
Asparagins., Glutamins. 210.0 
Hist-HCl, Lysin-HCl, { 420.0 
Arginin-HCl, Leucin, : 
Tryptophan 











geschiittelt und anschlieBend zentrifugiert. Zu 1 ccm des so erhaltenen, evtl. noch 
filtrierten klaren Zentrifugates wird 1 ccm der Lésung 3, 1 Tropfen Blutserum 
und nach einiger Zeit 7 cem redest. Wasser sowie 1 com der Lésung 4 hinzugefiigt. 
Die gelbe Farbe der entstandenen Kupfercarbamatverbindung wird im Stufen- 
photometer unter Verwendung des Filters S 47 kolorimetriert. 

Die der Extinktion entsprechende Kupfermenge wird mit Hilfe einer Eich- 
kurve ermittelt: Steigende Mengen (5—150 y) der 1:10 verdiinnten Lésung 5 
werden unter analogen Bedingungen kolorimetriert. Bei der ersten Verwendung 
des selbst hergestellten Kupferphosphates wird aus einer Anzahl von Blindwerten 
das Mittel eruiert und bei allen weiteren Bestimmungen jeweils abgezogen. 

Analysenbereich: Unter den gewahlten Bedingungen entspricht 1 y Cu 
0,44 » Amino-Stickstoff. Zur quantitativen «-Amino-Stickstoff-Bestimmung 
diirfte die Methode von etwa 50 bis etwa 5 y Amino-Stickstoff herab im kolorimetr. 
Ansatz ohne weiteres, bei noch kleineren Mengen nach entspr. Anpassung der 
Dimensionen anwendbar sein. Vergleichsweise ist die Ninhydrinmethode etwa 
5-mal empfindlicher. — Zur Erhartung der Brauchbarkeit der von uns ange- 
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gebenen und modifizierten Kupfermethode wurden eine Reihe von Eichanal ysen 
durchgefiihrt und zwar mit einigen Einzel-AS sowie AS-Gemischen von Horn- 
schichtextrakt analoger Zusammensetzung bzw. von entspr. AS-Teilgruppen in 
Atkins-Pantin-Puffer py 7,4, ferner py 9,3 sowie in 5-proz. Trinatriumphosphat- 
Losung (py ~ 11,8) (s. Tab. 2—5). 

Uber die Abhangigkeit des N/Cu-Verhiltnisses vom Py des Reaktionsge- 
misches sowie insbesondere von dessen Ionenstiarke s. Woiwod>. Aus Tab. 6 
sind in Bestaétigung zu Woiwod die erheblichen Abweichungen bei Anwendung 
eines kaliumchloridfreien Puffers (im iibrigen nach Atkins- Pantin) ersichtlich. 


76 
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Abb. 1. ,,Cu-Zahlen“ (s. Tab.4) von entfettetem und gewaschenem ,,Roh-Keratin“ 
der Epidermis-Hornschicht (Mensch) in Abhangigkeit vom pg. 
x Sammel-,,Roh-Keratin‘* I (25 Vers.-Personen). 
o Sammel-,,Roh-Keratin‘* II (31 Vers.-Personen). 


Diskussion 

A. Allgemeines 

1. In der Praxis handelt es sich oft um die Bestimmung von AS- 
bzw. Polypeptid-«-Amino-Stickstoff neben Eiwei%. Schon aus diesem 
Grunde scheint es zweckmiBig, bei einem nicht zu alkalischen py-Wert 
zu arbeiten, da die schon bei etwa py 9,2 einsetzende Biuretreaktion den 
AS-Gehalt in héher alkalischen, nicht enteiweiSten Ansiatzen zu hoch 
erscheinen lassen kann (Abb. 1). Auch liegen die Quotienten N/Cu eiweiB- 
freier AS-Gemische unter den von uns gewihlten Bedingungen bei px 9,3 
zu niedrig, d.h. 1 Cu bindet weniger als 2 N (s. Tab. 3). Diese Befunde 
gestatten naturgemaB keinen RiickschluB auf die Quotienten N/Cu unter 
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den Analysenbedingungen nach Pope und Stevens bzw. nach Woiwod. 
Bei stark alkalischem py (Trinatriumphosphat) ergaben sich unbrauch- 
bar hohe Quotienten. 

2. Einige von uns gepriifte anderweitige, in physiologischen AS- 
Gemischen bzw. EiweiBhydrolysaten anwesende Begleitstoffe stéren bei 
pu 7,4 offenbar nicht oder nur in einem zu vernachlassigenden AusmaB 
(s. Tab. 4). Der grundsiatzliche Vorteil der Kupfer-Methoden gegeniiber 
den Ninhydrin-Methoden (Erfassung der Iminosdiuren und fehlender 
EinfluB des Ammoniaks) kommt auch unserer Modifikation zu. 

3. Ein Vorteil unserer Modifikation, der insbes. beim Arbeiten mit 
sehr kleinen Mengen (Bereich einiger y) nicht tibersehen werden darf, 
besteht darin, daB die Blindwerte bei px 7,4 sehr klein sind gegeniiber 
denen in alkalischerem Gebiet (s. Tab. 5) bzw. bei der Methode nach 
Pope und Stevens. 

4. Die Verwendung des mit Stiff jr. von uns verwendeten unbe- 
grenzt haltbaren pulverférmigen Kupferphosphates gewahrleistet stets 
reproduzierbare Werte (s. jedoch Ausfihrung). 


B. Die stéchiometrischen N/Cu-Relationen bei py 7,4 

5. Auch die angegebene Methode ergibt bei Vorlage einzelner AS 
keineswegs konstant den theoretischen Wert von 0,44 fiir N/Cu (2N : 
1 Cu). Wir fanden, wie aus Tab. 2 ersichtlich, im Verhaltnis zum Stick- 
stoff oft zu viel Kupfer, d. h. ein Verhaltnis N/Cu < 0,44. 

6. Bei Vorlage einer Mischung mehrerer AS ergab sich jedoch in 
einem groBen Konzentrationsbereich (0,1—2 mg Amino-Stickstoff pro 
Ansatz = 10 — 200 y pro Bestimmung) der theoretische Wert von 0,44 
(+ 5%). 

Beziiglich der Abhangigkeit des stéchiometrischen N/Cu-Verhaltnisses vom 
Py-Wert, bei dem die AS-Cu-Komplexbildung verlaiuft, wird auf die ausfiihrliche 
Arbeit von Borsok und Thiemann® verwiesen (dort auch einschl. Lit.). Die 
Autoren untersuchten die pq-Abhangigkeit der Bildung von Cu-Komplexen des 
Glycins und Alanins vom Typ CuAl,, Cu,Al;, CuAl,, Cu,Al,. 

Als Grund fiir die Diskrepanz zwischen dem zwar meist einem ge- 
setzmaBigen Gang unterworfenen, aber im einzelnen untibersehbaren Ver- 
halten der Einzel-AS und andererseits der fiir mikroanalytische Zwecke 
offenbar ausreichenden Konstanz des N/Cu-Verhiltnisses bei Vorlage 
von AS-Gemischen (zumindest der von uns gewahlten Zusammensetzung) 
wird folgende Annahme diskutiert : 

Das Cu-Kation hat bei Vorlage eines AS-Gemisches die Méglichkeit, 
seine Liganden so auszuwihlen, daB seine normale Koordinationszahl 
4 im statistischen Mittel erhalten bleibt. Stehen dem Cu dagegen nur 
Komplexpartner einer Art zur Verfiigung, so ist vielleicht infolge nicht 
optimaler geometrischer GréSenverhaltnisse zwischen Cu-Kation und 
AS-Ligand oder auch aus elektrostatischen Griinden die Bildung von 
Amino-N-Cu-Komplexen im Verhiltnis 2 : 1 offenbar nur unter jeweils 


®* H. Borsok u. K. V. Thiemann, J. biol. Chemistry 98, 671 [1932]. 
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unterschiedlichen vom py und sonstigen Modalititen abhangigen Be- 
dingungen méglich, d.h. es bilden sich bei ja zwangslaufig uniformen 
Reaktionsbedingungen auch Nebenkomplexe anderer Zusammensetzung, 
die fiir die beobachteten Abweichungen verantwortlich sein diirften. 


Zusammenfassung 


Es wird eine einfache, auf der Komplexbildung zwischen Kupfer und 
Aminosauren beruhende Mikromethode zur Bestimmung freier Amino- 
siuren angegeben und die Vorteile dieser bei pu 7,4 durchzufiihrenden 
Methode gegeniiber den in héher alkalischem Milieu arbeitenden Metho- 
den an Hand entsprechender Analysen von Einzel-AS sowie natiirlichen 
und kiinstlichen AS-Gemischen aufgezeigt. 

Weitgehende Ubereinstimmung der auf diese Weise ermittelten 
«-Amino-Stickstoff-Konzentrationen mit den mittels der Ninhydrin- 
methode gewonnenen konnte festgestellt werden. . 

Die Abweichung des Verhiltnisses N/Cu vom theoretischen Wert 
0,44 bei Vorlage einzelner AS wird diskutiert. 


Darstellung von /-Galaktose aus Galaktogen 
Von 
F. May und H. Weinland 
As den Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Erlangen 
(Vorstand: Prof. Dr. Dr. F. May) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. November 1953) 
Herrn Professor Thomas zum 70. Geburtstage 


Nachdem F. May erstmalig das Galaktogen gefunden und darge- 
stellt hatte1, fand dieser bei Spaltung des Galaktogens aus Helix-Eiern 
mit 2.5—3-proz. Salzsiure nach Konstantbleiben der Werte fiir Re- 
duktion und Drehung die spezifische Drehung zu «p : + 53.6° im Mittel 2, 
nach Auskristallisieren eines Teiles der Galaktose die spezifische Drehung 
zu + 80°38, 

Auf Grund der zu geringen Drehung fiir reine Galaktose vermuteten 
Bell und Baldwin?, daB im Galaktogen /-Galaktose vorhanden sein 
konnte. Durch die Darstellung der entsprechenden Benzimidazolverbin- 
dungen wurde diese Vermutung gestiitzt®. Nach der von ihnen gefunde- 

1 F. May, Z. Biol. 91, 215 [1931]. 

2 F. May, Z. Biol. 92, 325 [1932]. 

3 F. May, Z. Biol. 95, 277 [1934]. 

4 D. J. Bellu. E. Baldwin, J. chem. Soc. [London], 1461 [1938]. 

° D. J. Bell u. E. Baldwin, J. chem. Soc. [London], 125 [1941]. 
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nen spezifischen Drehung von ap: + 56.5° nach der Hydrolyse des 
EiweiBdriisen-Galaktogens mit 1l-proz. Salzsiure errechneten sie das 
Verhaltnis von d-:/-Galaktose mit 6:1. Aus der von F. May angegebenen 
spezifischen Drehung von ap: + 53.6° nach der Hydrolyse wiirde sich 
das Verhialtnis 5:1 ergeben. Beim Versuch, durch Vergiaren der d-Galak- 
tose die /-Galaktose zu isolieren, erhielten Bell und Baldwin jedoch 
,nur eine zu vernachlaissigende Menge von nicht identifizierbarem 
Material‘. 

K. H. Meyer® halt auf Grund dieser Versuche den Nachweis der 
I-Galaktose im Galaktogen noch nicht fiir endgiiltig erbracht. Er schreibt 
mit seinen eigenen Worten: ,,It is also desirable that some further con- 
firmation of the L-galactose should be found, since up to now it depends 
only on the preparation of 2-D,L-galactobenzimidazole from a fraction 
of the hydrolysis sugars.“ 

Wolfrom, Weisblat und Mitarbeiter’, die in der Rinderlunge 
ein von F. May in diesem Organ vermutetes Galaktosepolysaccharid ® 
dargestellt haben, sind in ihren Ausfithrungen tiber das Vorkommen von 
l-Galaktose im Lungengalaktogen auBerst vorsichtig, halten jedoch das 
Vorhandensein von /-Galaktose bei der von ihnen nach Saurespaltung 
gemessenen spezif. Drehung von «): + 68.5° fiir méglich. 

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Darstellung der 
l-Galaktose im Hydrolysat von Schneckeneier-Galaktogen, indem durch 
Vergirung der d-Galaktose und anschlieBende Trennung der nicht ver- 
girbaren Bestandteile auf papierchromatographischem Wege die /-Galak- 
tose rein erhalten wird. DaB dieser Weg eingeschlagen werden kann, 
zeigten uns papierchromatographische Untersuchungen von Galak- 
togen-Hydrolysaten, wobei die Galaktosekomponente mit an d-Galak- 
tose gewodhnter untergiériger Bierhefe bei Garversuchen auf dem 
Papier ®, auch bei langfristiger Einwirkung der Hefe, im Gegensatz zur 
reinen d-Galaktose nie véllig vergoren wird, d. h. /-Galaktose tbrig 
bleibt. Deshalb schien uns diese Hefe fiir unsere Zwecke geeignet 
zu sein. Um eine moglichst giinstige Ausbeute an /-Galaktose zu er- 
reichen, wurde wie folgt gearbeitet : 

a) Die Hydrolyse wurde mit einer nur 4/,9-n. Schwefelsiure durch- 
gefiihrt, um so eine Zerstérung der gebildeten Monosaccharide még- 
lichst hintanzuhalten. 

b) Zur Vermeidung einer Salzanreicherung, die fiir die Garung und 
papierchromatographische Trennung ungiinstig ist, wurde im Hydrolysat 
die Schwefelsiure mit Bariumcarbonat entfernt. Um sicher zu ‘ein, 


6 K.H. Meyer, Natural and synthetic high polymers, 8.494; New York, 
London 1950. 
7M. L. Wolfrom, D.I. Weisblat, J. V. Karabinos u. O. Keller, Arch. 
Biochemistry 14, [1947]. 
8 F. May, Z. Biol. 95, 614 [1934]. 
® F. May u. H. Weinland, diese Z. 298, 153 [1953]. 
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daB die geringsten Spuren an geléstem Bariumsulfat, die nach sehr 
vorsichtiger Neutralisation vielleicht noch vorhanden sein konnten, 
den GiarprozeB nicht stéren, wurde in einem Parallelversuch reine 
d-Galaktose wie oben mit Barium behandelt und die Giarung wie im 
Hauptversuch durchgefiihrt. Es zeigte sich, daB durch die Barium. 
carbonat-Neutralisation die Girung in keiner Weise beeinfluBt wird 
(s. Tab. 1). 

c) Fiir den Hauptversuch war weiterhin wichtig zu wissen, in wel- 
cher Zeit unsere auf d-Galaktose eingestellte untergirige Bierhefe die bei 
der Galaktogen-Hydrolyse anfallende d-Galaktosemenge quantitativ 
vergart. Diese Giarzeit sollte méglichst kurz sein, damit kein Angriff 
auf die /-Galaktose erfolgte. Tab. 1 zeigt, daB eine Garzeit von 11 Stdn. 


Tab. 1. Garverlauf in Lésungen von d-Galaktose; die Versuchsreihe A betrifft eine 
Lésung in mit Bariumcarbonat neutralisierter n/10-Schwefelsiure, die Reihe B 
eine rein wasserige Lésung. 





























Z. Verbrauch| °"¢SPr icht Galak- 
on Ana- | n/200- i.d. Ana- hain gemessene | ontspricht 
Gar- : . lyse nach sad Drehung ae 
iol lyse Thios. Abzug d im ro % Galak- 
ver- ccm ae Gar- tose 
Stdn. wendet Mittel- ~~ yg ansatz apc («p: 80.5°) 
cmm | werte ni %, 
< 
=z 0 + 0.775 277.1 6.93 + 5.628° 6.99 
2 6 8 0.930 241.5 3.02 + 2.443° 3.03 
5 vV* 8°} 0.918 243.9 3.05 + 2.456° 3.08 
z 11 20 1.880 18.5 0.09 + 0.012° 0.02 
5 ve 20 | 1.892 15.9 0.08 + 0.0319 0.04 
2 0 4 | 0.755 281.9 7.05 | + 5.6189 6.98 
© 6 8 0.982 229.2 2.87 + 2.426° 3.01 
= vV* 8 0.963 233.7 2.92 + 2.423° 3.01 
% ll 20 1.882 18.3 0.09 + 0.022° 0.03 
Se og 20 1.882 18.3 0.09 — 0.008° 0.00 














* V = nach Vakuumbehandlung: siehe unten, 


bei der von uns spater in gleicher GréBenordnung verwendeten Galak- 
togenmenge geniigen muBte, um mit Sicherheit die d-Galaktose zu ent- 
fernen. 


Die Zuckerbestimmungen wurden mit der von Larsson-Sveinsson!® modi- 
fizierten Methode von Hagedorn-Jensen durchgefiihrt. Da im Verlauf der Garung 
die Menge an titrierbarem Zucker mehr und mehr abnimmt, muBten mit fort- 
schreitender Garung jeweils gréBere Anteile des Gargutes analysiert werden. Im 
einzelnen wurden folgende Verdiinnungen hergestellt: 


Vor der Vergirung 0.1 ccm, aufgefiillt auf 25 ccm, 
nach 6 Stdn. Vergarung 0.2 ccm, aufgefiillt auf 25 ccm, 
nach der zweiten Vergarung 0.2 ccm, aufgefiillt auf 10 ccm. 


10 p, A. Larsson u. 8. L. Sveinsson, Skand. Arch. Physiol. 88, 58 [1939]. 





eee 


—_ we = 2.9 ee RH 


6 (1954) 


h sehr 
nnten, 
reine 
wie im 
arium.- 
t wird 


n wel- 
lie bei 
‘itativ 
ngriff 
Stdn. 


ft eine 
ihe B 


9]. 





Bd. 296 (1954) Darstellung von /-Galaktose aus Galaktogen 157 


Von diesen Verdiinnungen wurde jeweils 1 ccm analysiert. Die Angaben tiber 
die zur Analyse verwendeten Mengen in den Tabellen beziehen sich auf die nicht 
verdiinnten Lésungen. 

d) Bei den bereits erwihnten Vergirungen der Galaktose des Galak- 
togen-Hydrolysates auf Papier kann man schwer entscheiden, inwieweit 
die 1-Galaktose mit angegriffen wird. Man 
kann nur sagen, daB der eventuelle Angriff 
auf die J-Galaktose wesentlich kleiner ist als 
der auf die d-Galaktose. Andererseits sind in 
der Literatur Anhaltspunkte zu finden, daB 
nur ganz bestimmte Hefestimme die /-Galak- 
tose sicher nicht angreifen!!, zu welchen wir 
die von uns verwendete, an d-Galaktose ge- 
wohnte Hefe von vorneherein nicht rechnen 
konnten, so daB wir u. U. geringe /-Galaktose- 
verluste in Kauf nehmen muBten. Um diese 
Verluste herabzudriicken, haben wir die Gar- 
bedingungen so gewahlt, daB etwa nach der 
halben Giarzeit ein Hefewechsel eingeschoben 
und die vorherige Hefe quantitativ abzentri- 
fugiert wurde. Wir vermuteten, daB Gewoh- 
nung der Hefe an die vorhandene /-Galaktose 
so weitgehend hintangehalten werden kann. 

Unmittelbar nach Entfernung der ersten 
Hefe wurde die klar zentrifugierte Losung im 
Vakuum von flichtigen Giarsubstanzen be- 
freit, um eine Stoérung dieser vermuteten 
Substanzen bei der Bestimmung des Polari- 
sations- und Reduktionswertes der Loésung 
auszuschlieBen. AuBerdem wurde so der ge- 
bildete Alkohol entfernt. 

e) Papierchromatographische Priifungen 
wurden eingeschaltet : 

1. vor der Géirung mit dem neutralisierten 

Galaktogen-Hydrolysat, 

2. wihrend des Girungsablaufes nach Ent- 

fernung der ersten Hefe, a i. 

3. am Ende der Girung, nachdem die d-Ga- Zonenlage bei papierchro- 

laktose vergoren war und matographischer Aufteilung 
: des zweimal vergorenen 

4. im Kontrollversuch nach Vergirung der —_Galaktogen-Hydrolysates. 

reinen d-Galaktose. 

Was die Galaktose betrifft, so war bei den Papierchromatogrammen 
1.—3. selbst nach vollstiindiger Vergirung der d-Galaktose in 3. noch 





, 11 J.W. Appling, E. K. Ratliff u. L. E. Wise, Chem. Abstr. 41, 5459h 
[1947]. 
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immer Galaktose nachweisbar. Im Gegensatz dazu war im Kontroll. 
versuch 4. nach der zweiten Garung die Galaktose im Chromatogramm 
negativ. 

In allen Papierchromatogrammen des Galaktogen-Hydrolysates 
1.—3. zeigten sich aber neben der vom Start weit entfernten Galaktose- 
ablagerung noch andere charakteristische Ablagerungsstellen: erstens 
eine Substanz, die tiber die Galaktose hinauswandert und zweitens 
weniger weit als Galaktose wandernde, mit Benzidin anfairbbare Saccha- 
ride (Oligosaccharide) (s. Abb. 1), die hier deswegen genannt werden 
miissen, weil deren Vorhandensein fiir die Beurteilung der Polarisations- 
und Reduktionswerte nicht auBer acht gelassen werden darf. AuBerdem 
zeigen diese in geringer Menge vorhandenen héhermolekularen Oligo- 
saccharide, daB fiir die endgiiltige Reindarstellung der /-Galaktose eine 
Abtrennung dieser auf papierchromatographischem Wege unerlaBlich 
notwendig ist. 


Versuche zum Nachweis der /-Galaktose 


Etwa 4g Galaktogen aus Schneckeneiern wurden in 150 cem 
n/10-Schwefelséure im kochenden Wasserbad hydrolysiert. Nach 29 Stdn. 
zeigte die Loésung, titriert nach Hagedorn-Jensen-Larsson-Sveinsson, 
einen Reduktionswert, entspr. 3.85 g Galaktose, und eine optische 


Tab. 2. Galaktogen-Hydrolysat. 
































Bestimmung des Reduktionswertes 

2 opt. 
" Ver- entspricht Galaktose Drehung 

Analyse | brauch | i.d. Analyse in 1 cem im. 

ver- n/200- | nach Abzug | Hydrolysen- | 10-cm 

wendet | Thios. |d. Leerwertes lésung Rohr 

cmm* com y mg 

Vor Neutralisation 10 1.127 201.0 20.10 + 1.154° 
nach Neutralisation 10 1.096 200.0 20.00 + 1.101° 
* entnommen als 1 ccm einer Verdiinnung von 0.1 ccm der Lésung, aufgefiillt auf 10 ccm. 


Drehung von im Mittel + 1.416° im 10-cm-Rohr, entspr. einer spezif. 
Drehung von %p : + 55.16°. Um ganz sicher zu gehen, daB die Hydrolyse 
moglichst vollstaéndig verlauft, wurde anschlieBend noch weitere 5 Stdn. 
unter den gleichen Bedingungen gespalten und dann mit Bariumcarbonat 
neutralisiert. 


Zur Neutralisierung wurde nur ein méglichst geringer Uberschu8 an Barium- 
carbonat verwendet, zur Entfernung des geringen Bariumiiberschusses wurde das 
Hydrolysat so oft mit Spuren verd. Schwefelsiure behandelt, als durch Zentrifugie- 
ren noch eine feine Triibung nachweisbar war. 

Vor und nach der Neutralisation wurden die optische Drehung und 
der Reduktionswert bestimmt. Tab. 2 zeigt, daB die Analysenwerte prak- 
tisch unverandert bleiben. Die hergestellten Papierchromatogramme sind 
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auch in Richtung nach den oben genannten Oligosacchariden identisch , 
d. h. diese werden durch die Bariumbehandlung nicht adsorbtiv gefallt. 

Das neutralisierte Galaktogen-Hydrolysat wurde zunichst bei 
40°/40 mm auf etwa 45 ccm eingeengt und in einem 50-ccm-MeBkélbchen 
zur Marke aufgefiillt (Ausgangslésung). Die Einengung wurde vorge- 
nommen, um wahrend der Giarung hdhere Polarisationswerte zu er- 


Tab. 3, Teil a. Ausgangslésung vor der Garung. 





entspricht ,,Galaktose‘‘ 








- Aus- Verbrauch | jd. Analy. 
Gar- : 1.a. <nalyse Drehun, 

one gangs- | »/200-Thios. | nach Abzug | in der aa. a 

2 osung ccm d. Leerwertes | Lésung ee 
Stdn. eis Mittelwert von 9.5 y : g 10-cm-Rohr 

/0 
iA 
0 | 4 | 0.883 | 252.1 6.30 3.671° + 58.25° 


reichen und damit die Genauigkeit der Messungen zu steigern. Tab. 3, 
Teil a, zeigt die gemessenen Werte fiir Reduktion und Drehung der 
Ausgangslésung. 

Analyse der Ausgangslésung: Zur Titration wurden 0.1 ccm der Aus- 
gangslésung auf 25 ccm im Me&kolbchen aufgefiillt und je 1 ccm der Verdiinnung 
(= 4cmm Ausgangslisung) fiir die einzelnen Titrationen verwendet. Die optische 
Drehung der Ausgangslésung wurde im 20-cm-Rchr im Mittel zu + 7.342° gemessen. 


Erste Vergarung: 


Die gesamte Ausgangsl6sung wurde mit 3.5 g einer an d-Galaktose 
gewohnten untergirigen Bierhefe versetzt. Die Hefe wurde vorher vier - 
mal gewaschen und zentrifugiert. Vor ihrer Verwendung hatte sie 14 Tage 
gehungert. Die Garung lief 6 Stdn. im offenen Gefa8 bei 37° in einem 
wasserdampfgesiattigten Brutschrank, wobei alle 10 Min. umgerihrt 
wurde. Nach 6 Stdn. war die Garung noch kraftig im Gange. Sie wurde 
dann durch Abzentrifugieren der Hefe unterbrochen, die Losung ge- 
wogen und wie beschrieben bei 40°/40 mm auf !/, eingeengt und dann 
mit so viel Wasser versetzt, daB das urspriingliche Gewicht vor der 
Vakuumbehandlung wieder erreicht war. 

Tab. 3, Teil b, zeigt die gemessenen Werte fiir Reduktion und Dre- 
hung der Lésung vor und nach der Vakuumbehandlung. 

Analyse nach 6 Stdn. Girung: Zur Analyse wurden vor und nach 
Vakuumbehandlung der Lésung 0.2 ccm auf 25 ccm im MeBkélbchen aufgefiillt 
und je 1 ccm der Verdiinnung (= 8 cmm der Analysenlésung) fiir die einzelnen 
Titrationen verwendet. 

Die optische Drehung der Analysenlésung wurde im 20-cm-Rohr gemessen 
ae bg im Mittel vor der Vakuumbehandlung + 1.033°, nach derselben 
+ 1. ° 

Nach Abzug der in Tab. 3, Teil b, erhaltenen Werte von den in 
Tab. 3, Teil a, angegebenen erhalt man den Prozentgehalt fiir die ver- 
gorene Galaktose zu 3.92% und durch die Drehungsabnahme die Dre- 
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Tab. 3, Teil b. Ausgangslésung nach 6 Stdn. Garzeit. 








entspricht ,,Galaktose‘ 
; Ze Verbrauch | j. d. Analyse : 
Garzeit Analyse | n/200 Thios. | nach Abzug| in der Drehung im 
Stdn. verwendet _, oom d. Leerwertes| Lésung 10-cm-Rohr 
cmm Mittelwerte | yon 9.5 y of 
6 8 1.142 191.3 2.39 + 0.517 
v* 8 1.145 190.5 2.38 + 0.506 

















* V = nach Vakuumbehandlung. 


hung dieser Galaktose zu + 3.165°. Daraus errechnet sich die spezif. 
Drehung dieses Zuckers zu + 80.71°. Es handelt sich somit um reine 
d-Galaktose, die vergoren wurde. 

Ein mit dieser Losung anschlieBend hergestelltes Papierchromato- 
gramm zeigt sowohl Galaktose als auch die iiber die Galaktose hinaus- 
wandernde Fraktion und auBerdem vollstindig die bereits erwihnten 
startnahen Oligosaccharid-Fraktionen, ein Beweis, daB diese Zusatzspalt- 
stiicke von der an d-Galaktose gewohnten untergirigen Bierhefe nicht 
vergoren werden, was fiir die Oligosaccharide nicht verwunderlich ist, 
dagegen fiir die tber die Galaktose hinauswandernde Substanz hatte 
méglich sein kénnen, da es sich hier offensichtlich um ein Monosaccharid 
handelt. 

Zweite Vergirung: 


Die Gesamtlésung wurde nun nach erneutem Hefezusatz unter 
gleichen Bedingungen wie oben weitere 5 Stdn. vergoren, wobei die 
Kohlenséurebildung in den letzten 3 Stdn. staindig schwacher wurde. 
Nach Abzentrifugieren der Hefe wurde die Lésung wieder vor und nach 


Tab. 3, Teil c. Ausgangslésung nach 11 Stdn. Garzeit. 











entspricht ,,Galaktose‘‘ 

me Verbrauch | jd. Analyse Dreh i 
Garzeit Analyse | n/200-Thios. | nach Abzug | in der 10-c ong 
Stdn. verwendet _ ccm d. Leerwertes} Lésung Mittelwerte 

cmm Mittelwerte | yon 9.5 y o/, 
/ 
11 20 0.817 267.3 1.34 — 0.379 
_* 20 0.800 271.2 1.36 — 0.381 

















*V = nach Vakuumbehandlung. 


Vakuumbehandlung untersucht. Tab. 3, Teil c, zeigt die gemessenen 
Werte fiir Reduktion und Drehung der Lésung vor und nach dieser 
Behandlung. 

Analyse nach 11 Stdn. Garung: Zur Analyse wurden vor und nach der 
Vakuumbehandlung der Liésung 0.2 ccm auf 10 ccm im MeBkélbchen aufgefiillt 
und je 1 ccm der Verdiinnung (= 20 cmm der Analysenlésung) fiir die einzelnen 
Titrationen verwendet. 
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Die optische Drehung der Analysenlésung wurde im 20-cm-Rohr gemessen 
und —* im Mittel vor der Vakuumbehandlung — 0.795° und nach derselben 
— 0.762°. 

Bestimmt man in gleicher Weise wie oben die Differenz der Werte 
der Tab. 3, Teil a, minus Tab. 3, Teil c, so errechnet sich, daB 4.95% 
Galaktose vergoren wurden und diese eine Drehungsabnahme von 
+ 4,052° in der Lésung zur Folge hatten. Daraus wiirde sich die spezif. 
Drehung der vergorenen Galaktose zu -++ 81.9° errechnen, was ebenfalls 
wieder dafiir spricht, daB8 praktisch nur d-Galaktose angegriffen wurde. 

Auch hier zeigt das Papierchromatogramm nach Benzidinanfarbung 
alle friiher schon beschriebenen Ablagerungsstellen, vor allen Dingen 
nach wie vor Galaktose. 

In einem einfachen Versuch kann man zeigen, daB diese Galaktose 
|-Galaktose sein muB, indem die Behandlung des nicht mit Benzidin 
behandelten Chromatogramms der Analysenlésung und eines Kontroll- 
chromatogramms von entsprechend konzentrierter d-Galaktoselésung 
mit an d-Galaktose gew6hnter untergiriger Bierhefe auf dem Papier so 
ausfallt,daB die d-Galaktose vollstindig vergoren ist, wihrend die Galak - 
tose der Analysenlésung unangegriffen bleibt, d.h. in ihrer Intensitat 
bei nachtraglicher Benzidinbehandlung nicht verandert ist. 


Endgiltige Darstellung der /-Galaktose 
auf papierchromatographischem Wege 


Die zweimal vergorene Analysenlésung aus Galaktogenhydrolysat 
wurde im Vak. bei 40°/40 mm von etwa 28 ccm (restliche Menge) auf 
6 ccm eingeengt und von der Lésung mittels Blutzuckerpipette Mengen 
von je 0.2 cem als 3mm breite Linie auf 30 Bogen Chromatographie- 
papier Schleicher & Schill 2043b aufgetragen und jeweils 80 Stdn. ab- 
steigend mit Butanol-Eisessig-Wasser chromatographiert. 

Zur Feststellung der Lage der einzelnen Zonen wurden nach dem 
Trocknen der Papiere aus jedem Bogen 3 schmale senkrechte Streifen 
von 1 em Breite herausgeschnitten, einer aus der Mitte, die anderen an 
beiden AuBenseiten des Papierbogens, und mit Benzidin-EKisessig ent- 
wickelt. 

Abb. 1 zeigt die Trennung in die einzelnen Zonen auf dem Papier- 
chromatogramm und zugleich die von uns gewahlte Zoneneinteilung. 
Man sieht, daB die Galaktose (Zone II) sich so gut von der Zone I mit 
dem Ry-Wert 0.27 und den Zonen III —V abtrennen und isolieren laBt, 
daB Schwierigkeiten hier nicht auftreten kénnen. 

Nachdem die Galaktosezone auf allen Bogen charakterisiert war, 
wurde sie aus den Papierbégen herausgeschnitten und viermal mit etwa 
150 cem doppelt destilliertem Wasser eluiert. Nach der Eluierung wurden 
die J-Galaktose-Ablagerungsstellen der Papiere mit Benzidin-Kisessig 
behandelt. Es konnte keine nachweisbare Zuckerreaktion mehr festge- 
stellt. werden. 
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Das gesamte Eluat wurde filtriert, im Vak. bei 40°/40 mm einge- 
engt, zentrifugiert und in einem 5-ccm-MeBkélbchen gesammelt. 

Von dieser konzentrierten Lésung wurden einige cmm zur Kontrolle 
nochmals chromatographiert. Die Benzidinentwicklung zeigte, daB die 
l-Galaktose-Zone (Zone II) vollig rein war, d. h. andere Zonen auf dem 
Chromatogramm nicht nachgewiesen werden konnten. 


Untersuchung der Galaktosefraktion (Zone II) 


Optische Drehung: Die schwach hellgelbe Lésung wurde im Halbmikro- 
polarisationsrohr untersucht. Die Drehung im 10-cm-Rohr betrug — 2.742°. 

Bestimmung der Reduktion nach Larsson-Sveinsson: 0.1 cem der 
Analysenlésung wurden im MeBkélbchen auf 10 ccm aufgefiillt und fiir drei Be- 
stimmungen jeweils 0.1 cem zur Titration verwendet. Zur Titration verbraucht: 
1.851 ccm n/200-Thios. im Mittel. Diese entsprechen 34.8 y Galaktose; in 1 ccm 
der Analysenlésung somit 34.8 mg Galaktose = 3.48%. 

Die spezif. Drehung errechnet sich somit zu «): — 78.79°. 


In gleicher Weise wurden aus derselben verdiinnten Lésung dreimal 0.4 ccm 
zu Kontrolltitrationen verwendet. Dabei wurden zur Titration verbraucht: 1.380 
ecm n/200-Thios. im Mittel. Diese entsprechen 144,2 y Galaktose; in 1 cem Ana- 
lysenlésung somit 36.05mg Galaktose = 3.61°,. 

Nach diesen Bestimmungen wiirden unter Zugrundelegung der mitt- 
leren spez. Drehung von ep: — 77.43° neben 98.1% J-Galaktose noch 
1.9% d-Galaktose vorhanden sein. 


Sonstige Untersuchungen 

Der Rr-Wert der vorliegenden Galaktose wurde zu 0.16 bestimmt; er ist 
identisch mit dem bekannten Rr-Wert fiir d-Galaktose!*. 

Im iibrigen liefert dieser Zucker die simtlichen fiir d-Galaktose charakteristi- 
schen Furfurolfarben auf Seide!*. Ferner wurde nach der Schleimsiuremethode 
mit einem Teil der Lésung eine reichliche Ausscheidung von Schleimsiaure be- 
obachtet, die nicht nur die charakteristischen Kristalle zeigte, sondern sich auch 
durch ihr Thalliumsalz mit den fiir dieses charakteristischen Kristallen nachweisen 
lieB. Der Schmelzpunkt der erhaltenen Schleimsaure lag bei 211°C. 


Verhalten im elektrischen Feld 


Kin Vergleich der erhaltenen /-Galaktose mit kauflicher d-Galak - 
tose ergab bei gleichzeitig nebeneinander laufenden Elektrophoresen die 
Ablagerung der /-Galaktose an der gleichen Stelle wie die der d-Galak- 
tose bzw. in der elektroneutralen Zone der Mono- und Disaccharide 
sowie des Glykogens!*. AuBerdem zeigte sich bei Zugabe von Galak- 
togen zur /-Galaktose, daB die beiden, wie zu erwarten war, bei der 
Elektrophorese sich ebenso trennen, wie dies fiir Galaktogen gegeniiber 
den iibrigen Zuckern charakteristisch ist. 

Nachdem die /-Galaktose im Galaktogen durch diese Versuche 
sichergestellt war, versuchten wir das Verhiltnis der d- und 1-Galaktose 
im Galaktogen zu ermitteln. Zu diesem Zweck wurden 5 ccm einer 
5.94-proz. Galaktogenlésung (Bestimmung durch Trockengewicht im 


12 F, Cramer, Papierchromatographie, 2. Aufl., S. 72, Weinheim 1953. 
13 M. Geldmacher-Mallinckrodt, Biochem. Z. 324, 186 [1953]. 
14M. Geldmacher u. F. May, diese Z. 293, 256 [1953]. 
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singe- F Platintiegel) mit 5 ccm 2-n. Schwefelsiure wihrend 6 Stdn. im kochen- 
den Wasserbad gespalten. Die Galaktogenkonzentration war hier somit 
trolle — etwa die gleiche wie bei unserem friiheren Versuch. Nach der Behand- 
B die lung mit Bariumcarbonat, Auswaschen des Niederschlages und Ein- 
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, Abb. 2. Papierchromatogramm nach 6-stdg. Hydrolyse mit n/1-Schwefelsiure, 
isti- a) 20 cmm, b) 40 cmm der Lésung im Start aufgetragen. Testlésungen: 1°, Galak- 
10de tose und 2°, Milchzucker. 
be- 
uch engung der Lésung im Vak. wurde diese auf 10 ccm aufgefiillt und 
— analysiert. 
2ccm der Lésung ergaben beim Eindampfen im Platintiegel 61.1 mg (kon- 
stant 100° C) und beim Veraschen 3.3 mg Asche; folglich 57.8 mg = 2.89°,, Galak- 
tose + Oligosaccharide (siehe unten). 
ak - Die Titration nach Fehling-Lehmann-Schoorl]' ergab in je 1 ccm, aus- 
die gedriickt in Galaktose, 27.8 mg = 2.78°,. Der Titrationswert ist wegen der Anwe- 
k wesenheit geringer Mengen von Oligosacchariden (siehe unten) etwas kleiner als 
— der aschefrei direkt gewogene. 
ide Optisshe Drehung: Die Lésung drehte im 10-cm-Halbmikrorohr + 1.701°. 
ak- Daraus errechnet sich aus dem Wert fiir aschefreie Trockensubstanz eine spezif. 
jer Drehung ap: + 58.82°, aus dem Titrationswert op: + 61.15°. 
ber 20 cmm dieser Lésung wurden mit gleichzeitig laufenden Testsub- 
stanzen (Galaktose und Milchzucker) 96 Stdn. chromatographiert und 
he mit Benzidin entwickelt. Abb. 2 zeigt ein derartiges Chromatogramm, 
ge wobei im Falle a 20 cmm, im Falle b die doppelte Menge in der Start- 
er stelle (durchlaufender Strich) aufgetragen wurde. Die friiher erwahnte 
im Zone I, die weit oberhalb der Galaktose liegt, ist im Chromatogramm 
zwar wieder vorhanden, aber nicht mitphotographiert. Die tbrigen 
15 A.W. van der Haar, Anleitung zum Nachweis, zur Trennung und Be- 
stimmung der Monosaccharide und Aldehydsiauren, 8. 120; Berlin 1920. 
1d hg 
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Zonen III, IV und V, die waihrend der ganzen Zeit der Saiurehydrolyse, 
sowohl kurz nach Beginn als auch am Ende, konstant auftreten, d. h. 
mit gleichen Rp-Werten und nur in ihrer Intensitat zu verschiedenen 


ween e 





0 Stdn. 3 Stdn. 6 Stdn. 9 Stdn Test 12 Stdn. 


Abb. 3. Papierchromatogramme wahrend der Hydrolyse mit n/10-Schwefelsiure 
nach 0, 3, 6, 9 u. 12 Stunden. Testlésungen: 1°,, Galaktose und 2?,Milchzucker. 
Samtliche Chromatogramme auf einem Bogen gleichzeitig chromatographiert. 


Zeiten wechseln, sind auch nach dieser 6-stdg. Spaltung mit n/1- 
Schwefelsiure noch erhalten. 

Vergleiche hierzu Abb. 3, die gewonnen ist mit einer Ausgangs- 
lésung von gleicher Galaktogenkonzentration, wobei die Hydrolyse mit 
n/10-Schwefelsiure und sonst gleicher Nachbehandlung durchgefiihrt 
wurde. Zur Zeit Null war das Galaktogen an der Startstelle ohne Bil- 
dung von Spaltprodukten. Nach 3, 6, 9 und 12 Stdn. Hydrolysendauer 
zeigt sich die absolute Konstanz der Art der-Zwischenprodukte und 
die Gleichheit derselben mit denen in Abb. 2. Als Testsubstanzen liefen 
auch hier wieder Galaktose und Milchzucker mit. 


AuBerdem zeigen die Chromatogramme, die nicht im Endstadium 
der Hydrolyse gewonnen sind sehr schén 1. die wechselnde Intensitiit 
der Zwischenprodukte im Laufe der Hydrolyse und 2. die Tatsache, dab 
die Fraktion IV aus zwei, hier als [Va und IV b bezeichneten Substanzen 
besteht und die Fraktion V aus drei Substanzen Va, Vb und Ve. 
Beide Fraktionen IVa—b und Va—c, iiber deren Isolierung wir be- 
richten werden, konnten, dies sei hier vorausgeschickt, elektrophore- 
tisch getrennt werden und darin ein verschiedener Phosphorgehalt. in 
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den einzelnen Teilfraktionen nachgewiesen werden, wahrend die tibrigen 
Fraktionen I, II und III phosphatfrei sind. 


Es 148t sich heute schon mit groBer Sicherheit sagen, dai durch 
den verschieden groBen Gehalt an Phosphorsiéure die papierchromato- 
graphische Wanderung so beeinfiuBt wird, daB mit hdherem Phosphor- 
gehalt die Ry-Werte kleiner werden und die Elektrophorese so beein- 
fluBt wird, daf& proportional dem Phosphorsiuregehalt bei anodennaher 
Auftragung die Abwanderung von der Anode immer geringer ist, also 
die Substanz mit dem héchsten Phosphorgehalt in geringster Entfer- 
nung von der Anode liegen bleibt. Dies diirfte auch die Erklarung sein 
fiir das eigenartige Verhalten des Galaktogens gegentiber dem Glykogen 
bei der Elektrophorese!*, wobei Galaktogen mit seinem wesentlich er- 
héhten Phosphorgehalt mehr anodennahe liegt als das Glykogen. Wahr- 
scheinlich spielt dabei noch eine besondere Rolle, inwieweit endstandige 
Phosphatgruppen, d. h. also freiliegende Phosphorsaéureester, vorhanden 
sind oder wie im Glykogen, nach noch nicht verdffentlichten Unter- 
suchungen, wahrscheinlich kaschiert vorliegen. 


Bestimmung des Verhaltnisses der d- und /-Galaktose 
im Galaktogenhydrolysat 


Nach dem vorher Gesagten sind wir uns bewuBt, da die Aufstellung 
des Verhaltnisses von d-: /-Galaktose deshalb Schwierigkeiten bereitet, 
weil die Hydrolyse bei Verwendung der verschiedensten Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen nie vollstiéndig ist und je nach dem Grad der 
Siiurekonzentration und der Menge des Substrates nach verschiedenen 
Zeiten zwar die gleichen Zwischenprodukte, aber in wechselnder Kon- 
zentration tibrig bleiben. Es erklart sich so unseres Erachtens die 
Schwankung in den bisher veréffentlichten Werten in Richtung nach 
Titration, Polarisation und dem daraus berechneten Verhaltnis der d- 
und J-Galaktose. Trotzdem haben wir versucht, in der oben beschrie- 
benen Hydrolysenfliissigkeit bei Spaltung mit n/1-Schwefelsiure dieses 
Verhaltnis wie folgt zu bestimmen. 

5 cem der oben analysierten Lésung wurden auf etwa 1,2 ccm wie oben ein- 
geengt und auf vier Chromatographie-Bogen gleichmaBig verteilt als Strich im 
Start aufgetragen und 96 Stdn. chromatographiert (Butanol-Hisessig-Wasser). 
Danach wurden aus den Bogen mehrere Suchbahnen, wie schon bei der Isolierung 
der 1-Galaktose beschrieben, als '/, cm breite Streifen ausgeschnitten, entwickelt 
und mit ihrer Hilfe die Ablagerungsstellen der d- und I-Galaktose auf den Papieren 
aufgesucht. Dann wurden die Ablagerungen aus den Bégen herausgeschnitten, mit 
4 x 50 ccm Wasser quantitativ eluiert und die nach der Eluierung verbleibenden 
Papiere mit der Benzidinreaktion untersucht. Die Reaktion war in allen Fallen 
negativ, die Eluierung also vollstandig. 

Die gesamte Lésung von etwa 200 cem wurde im Vak. eingeengt und in einem 
5-cem-MeBkélbchen vereinigt. 

Diese Liésung drehte im 10-cm-Rohr + 0.999° im Mittel. 


16 M.Geldmacher- Mallinckrodt u. H. Weinland, diese Z. 292, 65 [1953]. 
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Die Konzentrationsbestimmung nach Fehling-Lehmann-Schoorl ergab fiir 
1 ccm der Lésung im Mittel einen Verbrauch von 4.83 ccm n/10-Thios., entspr. 
1.69°,, Galaktose. 

Daraus errechnet sich die spezifische Drehung zu «p: + 59.11° und das Ver. 
haltnis von d-:l-Galaktose nach weitgehendster Aufspaltung und Isolierung der 
reinen Galaktosefraktionen mit 6.66 d-Gakaltose: 1 /-Galaktose. 

Es ist wahrscheinlich, daB sich der Wert fiir die d-Galaktose in 
diesem Verhaltnis im Galaktogen noch etwas erhoht. 


Zusammenfassung 

1. Die im Galaktogen vorhandene /-Galaktose wird nach Vergii- 
rung der d-Komponente im Saurehydrolysat chromatographisch dar- 
gestellt, isoliert und analysiert. 

2. Die wahrend der Saiurehydrolyse auftretenden Zwischenprodukte 
sind in den verschiedenen Stadien der fortschreitenden Saéurehydrolyse 
ihrer Qualitaét nach gleichbleibend, in der Quantitiét jedoch wechselnd. 

3. Die in der Nahe der Startstelle vorhandenen Zwischenprodukte 
lassen sich auf Grund ihres jeweils konstanten, jedoch fiir die einzelnen 
Zwischenprodukte verschiedenen Phosphatgehaltes elektrophoretisch 
gut trennen und isolieren. 

4. Das Verhaltnis von d-: /-Galaktose im Galaktogenhydrolysat 


~ 


wurde zu etwa 7 : 1 bestimmt. 


Uber die Phospholipase A des Bienengiftes 
Von 
Wilhelm Neumann und Ernst Habermann 


Aus dem Pharmakologi-clen I:s.itut cer Universitit Wirzburg 
(Vorstand: Prof. D:.Dr.W. Neumann) 


(Der S-chriftleitung zugezangen am 30. November 153) 


Herrn Piofessor Dr. K. Thomas zum 70. Geburtstag (28. 11. 1953) 


Bei pharmakologischen Untersuchungen iiber das Gift der Honig- 
biene hat Langer? eine himolytische Wirkung gefunden, die durch 
Lecithinzusatz noch verstérkt wird®. Belfanti* und Lévy? haben sie 
auf die Anwesenheit eines Fermentes bezogen, das Lecithin durch Ab- 
spaltung einer Fettsiure in ein haimolysierendes Derivat iiberfiihrt. 
Ahnliche Lecithasen sind in Schlangengiften und auch in Organen vor- 


1 J. Langer, Arch. int. Pharmacodynam. Thérap. 6, 181 [1900]. 

2 J. Morgenroth u. U. Carpi, Berlin. klin. Wschr. 18, 1424 [1906]. 

3 §. Belfanti, Biochem. Z. 154, 148 [1924]. 

4 R. Lévy, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 179, 1093 [1924]; zit. n. Ber. ges. 
Physiol. 30, 655 [1924]. 
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handen, z. B. im Pankreas (Ubersichten bei Ercoli®, Zeller*). Wahrend 
aber Schlangengifte in der Regel nicht im Stande sind, Erythrocyten 
anzugreifen, sofern nicht Serum oder ein ahnliches lecithinhaltiges 
Substrat anwesend ist, bedarf natives Bienengift eines solchen Zwischen- 
triers nicht. Durch Papierelektrophorese’ laBt sich ein direkt haimoly- 
sierendes Prinzip*, dem auch sonstige pharmakologische Wirkungen 
zukommen®!!, yon der Lecithase trennen. 

Die beiden papierelektrophoretischen Hauptfraktionen sind inzwischen im 
chemischen Institut unserer Universitat auch chromatographisch erhalten worden ; 
das direkt hamolysierende Prinzip hat sich u. a. als schwefelfrei erwiesen!*. Es ent- 
halt 13 Aminosauren, neben denen bei der zweiten (Ferment-)Fraktion noch Cystin, 
Methionin, Phenylalanin, Tyrosin und Histidin gefunden worden sind1*. 

Phospholipoidspaltende Fermente der hier vorliegenden Art be- 
zeichnet man neuerdings als Phospholipase A®. Wahrend iiber Schlangen- 
gift- und Pankreasphospholipasen eine gréBere Anzahl von Arbeiten 
vorliegen, ist dies bei dem Bienengiftferment nicht der Fall. Bei ver- 
gleichenden Untersuchungen tiber Wirkstoffe und Wirkungen der Gifte 
von Bienen und Schlangen haben wir uns néher mit der Verteilung und 
der Aktivitét der Phospholipasen dieser Gifte befaBt! ", die bio- 
chemisch gesehen auch deshalb von Interesse sein diirften, weil sie als 
Werkzeug zur Klarung spezieller Fragen der Struktur von Phospholipo- 
iden geeignet erscheinen. Wir berichten im folgenden tiber die von uns 
benutzte Methode zur Aktivititsbestimmung der Phospholipase A und 
iiber einige Méglichkeiten der Hemmung oder Foérderung des Ferments. 
Die Bestimmungsmethode ist eine Vereinigung eines rein biochemischen 
Vorganges — der Wirkung des Ferments auf das Phospholipoid — 
mit der pharmakologischen Auswertung des entstandenen Reaktions- 
produktes an einem pharmakologischen Objekt, den roten Blut- 
k6rperchen. 


Phospholipase A lést aus Lecithin die ungesattigte Fettsiure heraus!, wo- 
bei Lysocithin!* entsteht. Zur Aktivitatsbestimmung hat man bisher entweder die 


5 A. Ercoli, in Nord-Weidenhagen, Hdb. d. Enzymologie, Leipzig 1940, 
Bd. I S. 480. 

6 E. A. Zeller, in Sumner-Myrbaick, The Enzymes, New York 1951, I, 2 
S. 986. 

7 W. Neumann, E. Habermann u. G. Amend, Naturwiss. 39, 286 [1952]. 

8 W. Neumann, E. Habermann u. H. Hansen, Naunyn-Schmiedebergs 
Arch. exp. Patho'. Pharmakol. 217, 130 [1953]. 

® E. Habermann, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 
218, 108 [1953]. 

10 KE. Habermann, Naunyn-Schm'edebergs Arch. exp. Pathol. Phazmakol. 
[1954], (im Druck). 

11 W. Neumann, Naturwiss., im Druck. 

12 F, G. Fischer u. W. P. Neumann, Biochem. Z. 324, 447 [1953]. 

13 F, G. Fischer u. H. Dérfel, Biochem. Z. 324, 465 [1953]. 

14 E. Habermann, Ber. ges. Physiol. 162, 366 [1954]. 

15 K, Liidecke, Dissertat. Miinchen, 1905. 

16 ©, Delezenne u. E. Fourneau, Buil. Soc. chim. France 15, 421[1914]; zit. 
n. Chem. Zbl. 85, II 52 [1914]. 
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abgespaltene Fettsiure ermittelt!’-!® oder Lysocithineffekte ausgewertet. Als solche 
sind die Himolyse, genauer das Durchsichtigwerden einer Erythrocytensuspension, 
oder die unter dem Einflu8 des Fermentes erfolgende Anderung des Oberflachen- 
potentials eines Lecithinfilmes?® herangezogen worden. 


Beschreibung der Versuche 
Methodik 


Wegen der gr6Beren Empfindlichkeit und Spezifitét und der Eig- 
nung fiir Reihenversuche verwenden wir zur Bestimmung der Phospholi- 
paseaktivitait die himolytische Fiahigkeit eines unter bestimmten Be- 
dingungen gehaltenen Lecithin-Ferment-Ansatzes. 


Als Ferment-Standard dient ein von der Firma Heinrich Mack Nachfolger, 
Illertissen/Bayern, zur Verfiigung gestelltes ,, Pikratgift 51‘', das aus Bienengift tibe r 
eine Fallung mit Pikrinsiure nach Tetsch u. Wolff?! gewonnen wurde, als Lecithin - 
Standard ein nach Pangborn” gereinigtes Eigelb-Lecithin. Fiir einen Teil der 
Versuche sind Eigelbemulsionen bzw. -verdiinnungen anstelle von Standardlecithin 
verwendet worden. 

Wir haben friiher® das aus einem Ferment-Lecithin-Ansatz entstandene 
Lecithin-Lysocithin-Gemisch in einer Reihe von Verdiinnungen auf eine Erythro- 
cytensuspension einwirken lassen. Bei den hier vorgelegten Untersuchungen haben 
wir dagegen jeweils eine Reihe von Fermentverdiinnungen mit der gleichen Lecithin - 
menge zusammengebracht und das entstandene Lecithin-Lysocithin-Gemisch mit 
Erythrocyten versetzt. Der Prozentsatz an freigesetztem Hamoglobin wird photo- 
metrisch ermittelt. Die MeBwerte ergeben einen Kurvenzug, aus dem sich ablesen 
1aBt, welche Fermentmenge 50°,, des vorhandenen Hamoglobins freisetzen wiirde 
(vergl. Abb. 1). ° 

Fihrt man gleichzeitig zwei analoge Versuchsreihen mit dem Fer- 
ment-Standard und dem zu untersuchenden Praparat X aus, so kann 
die relative Wirkung von X durch den ,,Phospholipase-Index 50°° PL 
50x angegeben werden, d. h. durch den Quotienten aus jenen Mengen 
von Praparat X und Fermentstandard, die im vorliegenden Falle 50% 
Hamolyse erzeugen (vergl. Abb. 1)!!: 

y Pikratgift 51 


PL 50, = ; 
XxX" y Praparat X 


Der Ferment-Standard (Pikratgift 51) besitzt gemaB dieser Defini- 
tion den Phospholipase-Index 1,00. 


Bei der Untersuchung von Schlangengiften ist von Slotta und Szyszka® ein 
im Prinzip analoger ,,Lecithasewert*‘ bestimmt worden. Diese Autoren bringen die 
Gifte bzw. die Giftfraktionen mit Lecithin und Blutkérperchen zusammen, wobei 
das entstehende Lysocithin zur Hamolyse fiihrt; der eingetretene Hamolysegrad 
wird geschatzt. Unsere Methode besitzt demgegeniiber erhebliche Vorteile: Die Ver- 
teilung von Lysocithinbildung und Hamolyse auf zwei getrennte Ansatze erlaubt 


17 DP, Fairbairn, J. biol. Chemistry 157, 633 [1945]. 

18D. J. Hanahan, J. biol. Chemistry 195, 199 [1952]. 

19 Pp. C. Zamecknick u. F. Lipman, J. exp. Med. 85, 395 [1947]. 
20 A. Hughes, Biochem. J. 29, 437 [1935]. 


"1 Chr. Tetsch u. K. Wolff, Biochem. Z. 288, 126 [1936]. 
2 M. Pangborn, J. biol. Chemistry 188, 471 [1951]. 
23 


K. H. Slotta u. G. Szyszka, Ber. dtsch. chem. Ges. 71, 258 [1938]. 
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nicht nur eine Ausschaltung von Tauschungen durch direkt hamolysierende Fak - 
toren, die im Bienengift® und auch in gewissen Schlangengiften', '' neben Phos- 
pholipase A vorhanden sind; sie gestattet auch eine Entscheidung, ob und wieweit 
andere Stoffe einerseits die Lysocithin-Bildung, andererseits die Lysocithin- 
Wirkung beeinflussen. AuBerdem ist die graphische Auswertung der Hamoglobin- 
bestimmungen wesentlich genauer als die Abschatzung von Hamolysegraden mit 
bloBem Auge®; die Beziehung auf ein Standardpraparat schaltet Unsicherheiten aus, 
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Spaltung von Standard-Lecithin (nach Pangborn) 
und deren Beeinflussung durch Ca++, Mg** und Bat*. 


Veronalpuffer py 7,0. Ordinate: Extinktion des zentrifugierten Hamolyseansatzes 
(vgl. S. 170; 1,10 = Totalhamolyse). Abszisse: Bienengiftmenge in y pro ccm 
des Bebriitungsansatzes (vgl. S. 170). Zugehdrige PL 50: s. Tab. 6. 


welche durch Resistenzschwankungen der Erythrocyten bedingt sind und die nach 
Slotta und Szyszka* ermittelten ,,Absolutwerte‘* beeinflussen. 

Neben ihren hamolytischen Fahigkeiten besitzen die durch Phospholipase A 
aus Lecithin entstandenen Reaktionsprodukte noch eine Reihe weiterer Eigen- 
schaften, auf denen sich vielleicht Testmethoden aufbauen lassen. Die Eigelb- 
oder Lecithinverdiinnungen sind stets etwas getriibt und klaren sich unter der Ein- 
wirkung des Fermentes. Dies hangt wohl damit zusammen, daB das gebildete Lyso- 
cithin in Wasser léslich ist, so da8 der auf suspendiertem Lecithin beruhende Teil 
der Triibung verschwindet; andererseits vermag Lysocithin Cholesterinemulsionen 
zu klaren®4. Es ware prinzipiell méglich, hieraus eine turbidimetrische Phospholi- 
paseauswertung zu entwickeln. Ganz abgesehen von der mangelnden Stabilitat 
und Standardisierbarkeit von Eigelbemulsionen stért jedoch bei Verwendung von 
Bienengift ebenso wie bei Untersuchungen mit Kobragift die Gegenwart anderer 
Substanzen — beim Bienengift der elektrophoretischen Fraktion I*—, die mit Ki- 
gelb- bzw. Lecithinemulsionen Niederschlage liefern. Die Empfindlichkeit dieses 
Testes ist iiberdies gering; die Triibung andert sich bei Steigerung der Konzentra- 
tion relativ wenig. Wir verzichten daher auf eine nahere Wiedergabe dieses Teiles 
unserer Untersuchungen. 


24 A, Grosse u. K. Taubéck, Z. Rheumaforsch. 5, 429 [1942]. 
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Versuchsausfiihrung 


Der Fermentstandard (Pikratgift 51) und das zu untersuchende Prapara‘ 
werden mit isotonischem Phosphatpuffer von p, 7,0 (1 Tl. Phosphatpuffer nach 
Sérensen + 4 Tle. physiol. Kochsalzlésung) in einer geometrischen Reihe mit dem 
Faktor 3/4, 2/3 oder 1/2 verdiinnt. Eine Standardlecithinlésung 1:2000 in Methanol! 
wird mit der gleichen Menge Phosphatpuffer versetzt; die entstehende feine Trii- 
bung stort nicht. In je einem Zentrifugenréhrchen werden 0,8 cem Lecithinemulsion 
mit 0,2 cem Giftlésung vermischt und 3 Stdn. bei 25° gehalten. Bei den Versuchen 
mit Eigelbemulsion wurde anstatt der Lecithinlésung 1:2000 in Methanol eine 
Eigelbverdiinnung 1:200 in Phosphatpuffer »;; 7,0 verwendet und wegen der an- 
deren Lage des Temperaturoptimums (vergl. Tab.2) bei 37° anstatt bei 25° bebriitet. 
Die Giftkonzentration reichte wahrend der Bebriitung im methanolhaltigen Ansatz 
von 1:75000—1:1200000, im Eigelbansatz von 1 :125000—1:4000000. 

Danach wird der Ansatz mit 9 ccm einer 0,6-proz. Suspension (Berechnung 
aus dem Hamatokritwert) von 3-mal mit 0,85-proz. Kochsalzlésung ,,gewaschenen** 
menschlichen Blutkérperchen in isotonischem Phosphatpuffer (py 7,0) versetzt 
und 40 Min. bei 37° gehalten. AnschlieBend wird 3 Min. bei 3200 U/Min. zentri- 
fugiert, das Uberstehende wird abgegossen und mit 2 Tropfen 10-proz. Kalium- 
ferricyanidlésung versetzt. Das gebildete Methamoglobin -wird im Pulfrich-Photo- 
meter (2-cm-Kiivette, Filter S 50) bestimmt. 

Es ist notwendig, die angegebenen Zeiten fiir Bebriitung und Hamolyse gena1 
einzuhalten, da beide Reaktionen weiterlaufen. Ferner miissen die einzelnen An- 
satze bei gleicher Tourenzahl zentrifugiert werden, da sonst der ,,Hamolysegrad** 
infolge unterschiedlicher mechanischer Beanspruchung der Erythrocyten schwankt. 

Die als Indikator dienenden menschlichen Erythrocyten wurden aus techni- 
schen Griinden 4—7 Stdn. nach der Blutentnahme verwendet. Samtliche Himolyse- 
reihen eines Tages wurden binnen 114 Stdn. abgeschlossen, um die mit der Alterung 
der Erythrocyten verbundene Resistenzminderung nach Méglichkeit einzuschran- 
ken. Erythrocyten von Hunden und Kaninchen waren fiir unsere Zwecke zu weni 
stabil. 

Die Streuung der Phospholipase-Indices betrigt in Parallelversuchen 
mit der gleichen Lecithinemulsion und mit Erythrocyten des gleichen 
Spenders sowohl im methanolhaltigen als auch im Eigelbansatz weniger 
als + 10%. Die Schwankungen entstehen hauptsichlich im Bebriitungs- 
ansatz, dagegen in viel geringerem Mabe bei der Himolyse. Die an ver- 
schiedenen Tagen bestimmten Phospholipase-Indices streuen starker, 
vermutlich weil einerseits das Substrat von Tag zu Tag Unterschiede 
aufweist (beim Eigelbansatz durch Abweichungen in der Zusammen- 
setzung der Dotter, beim methanolhaltigen Ansatz durch Emulsions- 
schwankungen) und andererseits bei dem Umfang der Versuchsreihen an 
den einzelnen Tagen Erythrocyten verschiedener Spender verwendet 
werden miissen. 


Bei den Aktivierung- und Hemmungsversuchen wirkten die verwendeten Sub- 
stanzen auf Bienengift vor Zugabe des Lecithin-Puffergemisches 30 Min. bei py 7,0 
und Zimmertemperatur (20—22°) ein; die Konzentration war in dieser Zeit 1,66 
bis 2,5-mal gréBer als spiter im Bebriitungsansatz. 


A. Reaktionskinetik 
Nach Fairbairn” entspricht die Lecithinspaltung durch das Gift 
von Agkistrodon piscivorus einer Reaktion nullter Ordnung. Der zeitliche 
Verlauf des Lecithinabbaues durch Bienengift ist bisher nicht niher 
untersucht worden. Nach unseren Versuchen ist er ahnlich wie bei 
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Lipasen: die Hauptmenge wird in der ersten Stunde abgebaut, spater 
wird die Hydrolyserate geringer. Dies ist am deutlichsten im methanol- 
haltigen Ansatz, tritt jedoch auch im Eigelbansatz hervor (Tab. 1). 

Der Lecithinabbau geht im Himolyseansatz — trotz 10-facher Ver- 
diinnung — noch weiter, wie Versuche unter Zusatz von Phospholipase- 
Aktivatoren und -Inhibitoren zum Hiimolyseansatz ergeben®>; dadurch 
tritt selbst im Kontrollversuch, wo Lecithin und Ferment erst im Ha- 
molyseansatz zusammentreffen, eine gewisse Hiimolyse sein, die durch 
einen entsprechenden ,,Phospholipase-Index 50° gekennzeichnet ist 
(vgl. Tab. 1, 1. Spalte). 

Tab. 1. Inkubationszeit und Lecithinspaltung 
(Phospholipase-Indices, 25°, Versuchsanordnung vgl. 8S. 168 u. 170). 























Kinwirkung Min. | 0 | 30 | 60 | 120 | 180 
Pangborn-Lecithin ...... 0,29 0,48 0,64 0,87 1,00 
peels 0,27 0,44 0,62 0,79 1,00 


Das Temperaturoptimum der Lecithinspaltung durch Bienengift liegt im 
Eigelbansatz zwischen 40 und 50°, im methanolhaltigen Ansatz zwischen 20 und 
30° (Tab. 2). Das py-Optimum haben Hughes? mit Gift von Notechis scutatus 
und Belfanti und Arnaudi?6 mit Pankreaslecithase bei 7,0 gefunden. Fiir Bienen- 
giftphospholipase liegt es im methanolhaltigen Ansatz etwas oberhalb von 7,0; bei 
Pz 6,5 betragt der Phospholipase-Index etwa 0,5, bei py 7,5 ist er von 1,0 bei py 7,0 
auf 0,90 gefallen. Das Optimum der Methanolkonzentration liegt hier in Bestatigun g 
friiherer, mit ahnlicher Methodik (vergl. oben) gewonnener Befunde?’ bei etwa 
40°, (Tab. 3). Der Abbau von Lecithin erfolgt bei py 7,0 in Phosphatpuffer nach 
S 6rensen und in Veronalpuffer nach Michaelis etwa gleich schnell. 


Tab. 2. Inkubationstemperatur und Lecithinspaltung (Phospholipase-Indices). 























Temp. | 200 | 30 | 40 | 50 | 60 
Pangborn-Lecithin ..... | 1,00 1,00 0,75 0,20 | -- 
10/15 LOU RA raaeas Cea ee 0,31 0,51 1,00 0,80 0,30 

Tab. 3. Methanolgehalt und Lecithinspaltung. 
Methanolkonzentration in °', 20 30 40 50 €0 
Phospholipase-Index. ....... 0,86 | 0,94 | 1,00 0,68 | 0,40 


B. Aktivitatsanderungen durch Erhitzen, 
pu-Anderung und Bestrahlung 


Beim Kobragift ist die groBe Temperaturstabilitat des himolytischen Prinzips 
seit Flexner und Noguchi®’ bekannt; sie ist ebenso wie die relative Hitzebestan- 
digkeit der Pankreaslecithase verschiedentlich zur Ausschaltung gleichzeitig vor- 
handener anderer Wirkstoffe ausgenutzt worden®®,'*, Nach Hughes?? sowie 


* R. Lotter, Dissertat. Wiirzburg, 1953. 

26S. Belfanti u. C. Arnaudi, Boll. Soc. int. microbiol. 4, 399 [1932]; zit. 
nach Ber. Ges. ges. Physiol. 76, 737. 

27 B. Schreen, Dissertat. Wiirzburg, 1951. 

28 §. Flexner u. H. Noguchi, J. exp. Med. 6, 277 [1902]; zit. nach Ercoli®. 

29 'V. Gronchi, Sperimentale 90, 223 [1936]. 
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Rousseau®® sind auch andere Schlangengift-Lecithasen in saurem Milieu gegen 
Erhitzen sehr bestandig. 

Die Phospholipasewirkung einer Bienengiftlésung 1:2000 ist in Phosphat- 
Citratpuffer nach McIlvaine gegeniiber !/,-stdg. Erhitzen auf 98° bei py 2,2—5,0 
relativ thermostabil; bei p6,0 tritt eine partielle, bei py 8,0 eine weitgehende 
Inaktivierung ein (Tab. 4). 


Tab. 4. Temperaturstabilitat bei verschiedenem py (Phospho!ipase-Indices). 


Giftlésung 1:2000, 98° 
15 min bei py 





| 2,2 3,0 4,0 | 5,0 6,0 7,0 8,0 








Pangborn-Lecithin ...... 1,06 | 0,96 | 1,06 


1,0 . 1,08 


0,95 0,45 
0,92 


0,37 <= Oi 
as < 0,1 
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In der Gegend des Neutralpunktes scheint die Hitzeempfindlichkeit der 
Phospholipase mit steigendem py stark zuzunehmen ; demgemaB schwan- 
ken die Ergebnisse, wenn man in ungepufferter Lésung bei neutraler 
Reaktion erhitzt. Schliisse aus Experimenten in ungepufferter Lésung 
sind in der Literatur mehrfach gezogen worden, sind aber mit Vorbehalt 
aufzunehmen. Das in Frakt. I des Bienengiftes enthaltene direkt himo- 
lysierende Prinzip ist tibrigens bei alkalischer Reaktion wesentlich stabi- 
ler als die Phospholipase A. 


UV-Licht zerstért das Ferment schnell. Bestrahlt man eine Giftlésung 1:1000 
in Phosphatpuffer von py, 7,0 in einer Schichtdicke von 1 cm mit einer Analysen- 
Quarzlampe (,,Hanau‘‘; Brennerabstand 22 cm), so ist bereits nach 3 Min. die 
Aktivitét auf weniger als die Halfte (PL 50—0,4) abgesunken, nach 10 Min. ist 
noch ein Fiinftel der Ausgangsaktivitaét vorhanden. 


C. Aktivitétsinderungen durch verschiedene Pharmaka 
(vgl. Tab. 5) 


Nach Binet und Burstein*! sowie Binet, Weller und Robillard®? werden 
eine Reihe von Bienen- und Kobragiftwirkungen durch Sulfhydrylverbindungen 
abgeschwacht; Slotta und Fraenkel-Conrat** beschreiben eine starke Wirkungs- 
minderung der Gifte von Crotalus terrificus uid Bothrops jararaca durch 
Cystein. Die genannten Autoren betonen die Bedeutung von S—S-Bindungen fiir 
die untersuchten Wirkungen. Slotta** unterscheidet ,,leicht reagierende“, auf 
Kaliumferricyanid und Nitroprussidnatrium ansprechende Thiolgruppen von 
.,tragen‘‘, die erst mit Jod reagieren. 

Die Bienengiftphospholipase wird nach unseren Versuchen durch Sulfid und 
Cyanid (vgl. Tab. 5) im methanolhaltigen Ansatz stark aktiviert, ebenso im 
Eigelbansatz bei 25°; im methanolhaltigen Ansatz wird sie dagegen bereits durch 
geringe Jodkonzentrationen stark gehemmt, durch Ferricyanid kaum beeinfluBt, 
durch Ferrocyanid aktiviert. Diese Befunde sprechen ebenso wie die negative 


30 FE. Rousseau, C. R. Séances Soc. Biol. Filiales Associées 117, 565 [1934]; 
zit. nach De, Indian J. Med. Res. 27, 793 [1940]. 

31 L. Binet u. M. Burstein, Presse méd. 1939, 1477. 

8 L. Binet, G. Weller u. E. Robillard, C. R. Séances Soc. Biol. Filiales 
Associées 131, 954, 1120 [1939]. 

33 K. H. Slotta u. H. L. Fraenkel-Conrat, Ber. dtsch. chem. Ges. 71, 
264 [1938]. 

34K. H. Slotta, Experientia [Basel] 9, 81 [1953]. 
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Tab. 5. Aktivitatsinderungen durch Pharmaka. 

















Phospholipase-Index 
Zusatz ~ — Pangborn- = 
bei Bebriitung Lecithin Kigelb 
Sulfid ..... . | Mit H,S 2/5 gesattigt 3,2 (259) | 1,67 (259) 
0,77 (37°) 
CyGiig). 49 tke 5 0,002-m. Li3 
0,001-m. 1,9 - 
JOR Bernese 4 1:10° zugesetzt <0,1 
1:10° zugesetzt 0,36 
1:10’ zugesetzt 0,80 
Ferricyanid . ... 0,001-m. 1,0 
Ferrocyanid. . . . 0,001-m. 1,9 
ATBONIG 5 36 ls ca mit As,O, gesiittigt 1,06 
Arsanilsiure. . . . 0,2% 1,0 
Oxarsan ._.... 0,2% 1,9 


Nitroprussidnatrium-Reaktion des Giftes (nach Reinert*® sowie eigenen Versuchen) 
dafiir, daB die SH-Gruppen der Bienengiftphospholipase —- sofern sie hier beteiligt 
sind — normalerweise ganz iiberwiegend triage reagieren. 

» Arsenik oder Arsanilsiure blockierten nicht; Oxarsan (m-Amino-p-oxypheny] - 
arsen(IIT)-oxyd) dagegen aktiviert stark. 


D. Aktivitétsinderung durch Kationen und Anionen 
(vgl. Tab. 6) 


Delezenne und Fourneau'® sowie Kudicke und Sachs** haben eine 
Aktivierung der Kobragift-Haimolyse durch Calciumsalze beschrieben, Belfanti 
und Arnaudi”® eine geringe Hemmung der Pankreaslecithase durch Kochsalz. 
Ogawa?’ dagegen hat bei seinem Pankreas-Lecithasepraparat keine Calcium- 
aktivierung gefunden. Natriumfluorid wirkt nach Hughes?® auf Schlangengift- 
lecithasen, nach Ogawa*? auf Pankreaslecithase nicht hemmend. 

Bei unseren Versuchen wurde die Bienengift-Phospholipase im methanol- 
haltigen Ansatz durch 10-3 bis 10-5 m. Calciumchlorid eindeutig aktiviert. Dies 
beruht nicht auf einer Hemmung von Phosphatwirkungen; denn die Aktivierung 
wird auch bei Verdiinnung des Puffers auf ein Viertel der iiblichen Konzentration 
nicht geringer und tritt auch in Veronalpuffer auf. Im Eigelbansatz dagegen ist 
bei gleichem Ca*+-Zusatz keine Aktivierung festzustellen, wahrscheinlich weil 
Eigelb ohnehin reichlich Ca*++ enthalt. Magnesium- und Bariumionen hemmen die 
Bienengiftphospholipase schwach. 

Bei Natriumfluorid, -chlorid, -bromid und -jodid findet sich ein Wirkungs- 
abfall im Sinne der Hofmeisterschen Reihe: Natriumfluorid hemmt am starksten, 
bei Natriumjodid ist eine Aktivierung angedeutet. Die entsprechenden Kaliumsalze 
verhalten sich ahnlich, hemmen jedoch allgemein schwacher als die analogen Na- 
triumsalze. 

Zink hemmt in Form des Chlorids und Acetats in 10-° bis 10-4 m. Losung. 
Dies entspricht analogen Effekten, die Fleckenstein und Gerkhardt** sowie 


35 M. Reinert, Festschr. E. Barell, Basel 1936, S. 407. 

36 R. Kudicke u. H. Sachs, Biochem. Z. 76, 359 [1916]. 

37 K, Ogawa, J. Biochemistry [Tokyo] 24, 389 [1936]. 

2 A. Fleckenstein u. H. Gerkhardt, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp, 
Pathol. Pharmakol. 214, 135 [1952]. 
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W. Neumann u. E. Habermann, 






Tab. 6. Aktivitatsinderung durch Kat- und Anionen. 








































Phospholipase-Index 
Konzentration 
Zusatz ; i Puffer pj; 7,0 Pangborn- Ei 
bei Bebriitung Lecithin gelb 
CMS 2 4 0,0002 Sérensen- 24 — ] 
0,002 Phosphat 2,4 1,07 
1+. 4 mit 
0,85, NaCl 
0,0002 1+ 19 mit 2,0 _ 
0,002 0,85% NaCl 2,6 — 
Chae 0,001 Michaelis- 1,43 — ( 
MeO... 0,001 Veronal 0,71 — 
BaCl, . . . 0,001 1+ 4 mit 0,59 - 
0,85°,, NaCl : 
Nee so 3 0,001 Sérensen- 1,0 
0,01 Phosphat 0;60 - 
0,04 1+ 4 mit 0,20 0,84 
0,10 0,85°,, NaCl <0,1 0,50 
Naa) 34-4 0,04 0,60 Zs 
0,1 0,39 — 
NaBr... 0,04 0,70 — 
0,1 0,36 -— 
_ S Set 0,04 1,10 — 
0,1 1,28 és 
// 6 ae 0,001 Michaelis- <0,1 
Veronal 
1+ 4 mit 
0,85°, NaCl 
Zn-Acetat . 0,0001 S6érensen- 0,77 -- 
0,001 Phosphat 0,25 
1+ 4 mit 
0,85, NaCl 
Na-Citrat . 0,1 desgl. <0,1 














Fleckenstein und Jaeger*®® beobachtet haben, als sie die Hemmung der Hitze- 
gerinnung von Eidotter und der Bernsteinsiure-Dehydrierung durch Bienengift 
untersuchten. Hier handelt es sich, wie wir an anderer Stelle naher begriinden 
werden, ebenso wie bei der Inaktivierung von Thrombokinase!, ™ ebenfalls um 
Wirkungen der Phospholipase A. 


E. Aktivitaétsinderung durch organische Substanzen 
(vgl. Tab. 7) 

Eine gewisse Beeintrachtigung der Lecithasen von Schlangengiften durch 
Lecithin und Cholesterin geht aus Untersuchungen von Hughes? hervor. Wir 
haben festgestellt, daB Lecithinzusatz 1: 500 bis 1: 2000 zum Eigelbansatz die 
entstehende hamolytische Wirkung stark mindert. Im methanolhaltigen Ansatz 
konnte dagegen keine Hemmung beobachtet werden. Es ist zu bedenken, daB 
Lecithin hier in kolloidalem Zustand vorliegt, so daB eine Angabe der effektiven 


39 A. Fleckenstein u. W. Jaeger, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. 
Pathol. Pharmakol. 215, 163 [1952]. 
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Tab. 7. Aktivitatsinderung durch organische Substanzen. 
Phospholipase-Index 
Zusatz eeeneneneN Pangborn- a 
bei Bebriitung Lecittein Eigelb 
Lecithin 1:1250 etwa 1,0* 
1: 2500 1,02 — 
1:5000 1,00 - 
1:500 — etwa 0,1* 
1:1000 — etwa 0,2* 
1:2000 — etwa 0,3* 
Cholesterin . 1: 25000 0,68 0,73 
1:50000 0,93 — 
Plasma von 
Mensch . MMho 1,1 0,30 
Mensch . 2/15 1,3 — 
Katze M15 — 0,15 
Gelatine 1:25000 3 — 
1: 2500 1,6 
1:1000 3,6 -- 
1:400 — 1,6 
Casein 1:1000 5,3 —_ 
Glykokoll . 1:1000 4,6 2,1 
Alanin . 1:1000 4,5 Ls 
Methionin . 1:1000 4,4 - 
Cystein . 1:1000 4,1 - 
Tyrosin , 1/19 ges. 3,6 
Na-Glutaminat 1000 4,3 — 
Histamin . 3,5 1.5 
Novocain . 1,27 1,0 
Chinin . 1,6 0,65 
Phlorhizin 4/, ges. — 0,89 
1/, ges. — 1,30 
“Vio 0,90 ae 





* Hamolyseansatz triibe. 


Substratkonzentration nicht méglich ist. Der Lecithineffekt im Eigelbansatz diirfte 
mit einem von uns beobachteten Lecithin-Lysocithin-Antagonismus zusammen- 
hingen, auf den wir an anderer Stelle naher eingehen. 

Cholesterin zeigte in den untersuchten Konzentrationen geringe Hemmung. 
Kine Erhéhung der Cholesterinkonzentration ist nicht méglich, weil die Léslichkeit 
zu gering ist und Niederschlage den Kolloidzustand des Lecithins beeinflussen 
k6énnen. 

Das Plasma von Menschen- oder Katzenblut hemmt im Eigelbansatz deutlich; 
im Methanolansatz aktiviert Menschenplasma geringfiigig. Vielleicht ist diese unter- 
schiedliche Plasmawirkung auf ein ahnliches Phinomen zuriickzufiihren wie die 
von Willstatter und Mitarbeitern*® beschriebene ,,ausgleichende Aktivierung“ 
gereinigter Lipasepraparate durch Albumin- und Calciumionenzusatz. Eine solche 
ausgleichende Aktivierung kénnte im methanolischen Phospholipaseansatz die 
Hemmwirkung von Plasma iiberdecken. Zusatz von Gelatine oder Casein aktiviert 








40 R. Willstatter, E. Waldschmidt-Leitz u. F. Memmen, diese Z.125, 
93 [1923]. 
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nicht nur im methanolhaltigen, sondern auch im Eigelbansatz. Uber den Angriffs- 
punkt der hemmenden Wirkung von Plasma soll in einer spiteren Arbeit gesprochen 
werden. 

Die EiweiBbausteine Glykokoll, Alanin, Cystein, Methionin und Glutamin- 
siure aktivieren in Lésung 1: 1000 im methanolhaltigen Ansatz stark, ebenso 
Tyrosin in '/,) gesattigter Lésung. Glykokoll und Alanin wirken in der genannten 
Konzentration auch im Eigelbansatz, Histamin im methanolhaltigen starker als 
im Eigelbansatz; Novocain dagegen ist in diesem unwirksam und aktiviert im 
methanolhaltigen Ansatz angedeutet. Chinin fordert im methanolhaltigen und 
hemmt im Eigelbansatz. 

Phlorhizin hemmt nach Fleckenstein und Fettig*! die Fahigkeit des 
Bienengiftes, die Hitzekoagulation von Eigelb zu verzégern, die, wie schon oben 
bemerkt wurde, ebenfalls einen Phospholipase-Hffekt darstellt. Wir haben zwei 
verschiedene Phlorhizinpraparate im Eigelbansatz in ‘/; bzw. !/, gesattigter, im 
methanolhaltigen Ansatz in '/,) gesattigter Losung untersucht. Im Eigelbansatz 
zeigte sich bei den héheren Phlorhizin-Konzentrationen eine leichte Hemmung, 
bei den geringeren eine Aktivierung. Bei vorherigem Zusatz von Calciumchlorid 
zum methanolhaltigen Bebriitungsansatz war keine Hemmwirkung von Phlorhizin 
nachweisbar. Wird dagegen mit Ansitzen gearbeitet, wie sie zur Untersuchung der 
Eidotterkoagulation nach Fleckenstein*! dienen (Eigelb-Endkonzentration 4/,,, 
Bienengift-Endkonzentration 1: 75000 bis 1: 1200000, Phosphatpuffer nach 
Sérensen py 7,0, Phlorhizin-Endkonzentration #/; gesattigt, Bebriitung 2 Stdn. 
bei 37°) und verdiinnt man anschlieBend den Ansatz | : 200 und wertet seine hamo- 
lytische Wirkung aus, so ergibt sich eine nahezu 50-proz. Hemmung gegeniiber 
dem Kontrollansatz. Art und Ausma8 der Phlorhizinwirkung scheinen also stark 
von Begleitumstanden abzuhangen. 

Citrat und Fluorid, die nach Fleckenstein*! die Bienengiftwirkung im 
Dotterkoagulationstest stark beeintrachtigen, hemmen verstandlicherweise auch 
die Lysocithinbildung, Fluorid im methanolhaltigen starker als im Eigelbansatz. 

Nur nebenbei sei erwahnt, daB die Bienengift-Phospholipase A durch Formol 
ebenso inaktiviert wird wie durch kaufliches Pepsin, Papain und Trypsin. 


Besprechung 

Die beiden hier beschriebenen Arbeitsweisen zur Aktivitatsbestim- 
mung der Phospholipase A des Bienengiftes beruhen auf einer indirekten 
Verfolgung der Lysocithinbildung aus Lecithin mit Hilfe der photo- 
metrischen Messung der durch Lysocithin aus einer Erythrocytensuspen- 
sion freigesetzten Hamoglobinmenge. 

Das dem Ferment gebotene Substrat ist mit einem Unsicherheits- 
faktor behaftet: bei natiirlichem Lecithin sind sowohl die nihere Be- 
schaffenheit der Fettsiure-Komponenten als auch die sterischen Ver- 
haltnisse nicht eindeutig bekannt, auch diirfte es noch andere Phos- 
pholipoide, speziell Kephaline, enthalten. Ahnliches gilt fiir das unter 
Abspaltung der ungesittigten Fettsiure entstehende Lysocithin, dem 
wohl immer etwas Lysokephalin beigemengt ist. Dieses wirkt auf die 
Blutk6rperchen ganz ahnlich wie Lysocithin, wie wir an einem Praparat 
feststellen konnten, das zu mindestens 90° aus ninhydrinpositiven 
Phospholipoiden, also wohl im wesentlichen Colamin- oder Serinkepha- 
lin, bestand. 

Wird Lecithin in Methanol mit der Giftlésung versetzt, so steht es 
dem Ferment unter weitgehend bekannten Begleitumstinden gegen- 


aA: Fleckenstein u. B. Fettig, Z. Naturforsch. 6, 213 [1951]. 
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iiber; schwanken k6nnen Gr6éBe und Zahl der Lecithinteilchen. Liegt 
das Phospholipoid in Form einer Eigelbverdinnung vor, so kommen 
noch Kinfliisse sonstiger Bestandteile des Eidotters hinzu. Sie modifizie- 
ren Hemmungen oder Foérderungen der Fermentaktivitaét. In manchen 
Fillen gestattet aber der Vergleich der in beiden Anordnungen eintre- 
tenden Effekte Schliisse, die mit einer der Methoden allein nicht zu 
erhalten waren. 

Im allgemeinen erhalt man parallel laufende Ergebnisse, wenn 
auch im einzelnen Verschiedenheiten auftauchen. Das Temperatur- 
optimum liegt z. B. im methanolhaltigen Ansatz bei 20—30°, im Eigelb- 
ansatz bei 40—50°. Viele Substanzen aktivieren oder hemmen im Eigelb- 
ansatz schwacher, obwohl in diesem im Verhaltnis zum Lecithingehalt 
nur rund halb soviel Ferment erforderlich ist, um die gleiche hamolyti- 
sche Wirkung entstehen zu lassen. Die Ursache hierfiir diirfte in einer 
,ausgleichenden Aktivierung im Sinne von Willstatter*® liegen, fiir 
die begleitende Eigelbbestandteile, wie z. B. Calcium, in Frage kommen. 
is ist aber auch an die Moglichkeit einer Fermenthemmung durch 
Cadmiumspuren zu denken, die im methanolhaltigen Ansatz dem gerei- 
nigten Lecithin anhaften kénnten. 

Bei der Beurteilung einer Aktivierung oder Hemmung der Phos- 
pholipase A ist zu beachten, daB auf die Lysocithin- Bildung aus der 
Lysocithin- Wirkung auf Erythrocyten geschlossen wird. In der Ha- 
molysephase wirkt aber das Ferment noch weiter auf sein Substrat ein, 
wenn dieses nicht schon in der Phase der Lysocithinbildung vollig um- 
gesetzt worden ist oder wenn es aus den hamolysierten Erythrocyten 
erneut auftritt. Die Temperatur ist bei der Haimolyse um 12° hoher, die 
Konzentration aber andererseits auf '/,) verringert, die Einwirkungszeit 
auf weniger als !/, verkiirzt. Die nihere Erorterung dieses Teilproblems 
und der Kinetik der Hiimolyse durch gereinigtes Lysocithin miissen wir 
einer spiteren Mitteilung vorbehalten. 

Die Hemmung oder Aktivierung der Phospholipase kann am Fer- 
ment selbst ansetzen oder den kolloidalen Zustand der Lecithinmicellen 
und damit deren Reaktion mit den Wirkgruppen der Phospholipase 
beeinflussen. Die zweite Méglichkeit diirfte der Wirkung organischer 
und anorganischer Ionen zugrundeliegen, die erste der Sulfid- und 
Cyanidaktivierung, bei der an eine Veranderung schwefelhaltiger Grup- 
pen zu denken ist. Die Tatsache, daB die Hemmwirkung der verschie- 
denen Ionen der Hofmeisterschen Reihe folgt, laBt auf Kolloideffekte 
schlieBen, ebenso die Aktivierung durch organische Dipol-Ionen (Amino- 
siuren) und durch Kolloide wie Plasma, Gelatine und Casein. Es ist ver- 
stindlich, daB die Wirkungen dieser Ionen besonders im methanolhaltigen 
Ansatz hervortreten und viel weniger im Eigelbansatz, wo eine relativ 
optimale Emulgierung des Lecithins anzunehmen ist. Interessanterweise 
kann auch Lipase durch bestimmte Aminosiuren aktiviert werden”. 


42 T, Yamamoto, J. Biochemistry [Tokyo] 38, 147 [1951]; zit. n. Ber. 
ges. Physiol. 155, 65 [1953]. 
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Plasma scheint im methanolhaltigen Ansatz die Lysocithinbildung 
zu aktivieren; die Lysocithinwirkung auf die Erythrocyten scheint es 
dagegen zu hemmen, wie schon von Collier und Wilbur*® beschrieben 
wurde. Hemmende Einfliisse von Cholesterin kénnen sich sowohl auf 
Lecithin als auch auf Lysocithin* erstrecken. Ein UberschuB an Leci- 
thin hemmt das Ferment?’, aber auch die Lysocithinhimolyse"™. 

Die schon aus der Literatur bekannte Aktivierung des Fermentes 
durch Calciumionen und seine oben beschriebene Hemmung durch 
Calciumfaller oder -komplexbildner (Fluorid, Citrat) 14Bt mehrere Deu- 
tungsmoglichkeiten zu. Das Calciumion kénnte die freigesetzten Fett- 
siiuren aus dem Reaktionsgemisch entfernen oder den Kolloidzustand 
des Lecithins beeinflussen, vielleicht auch durch Briickenbildung zwi- 
schen spezifischen Gruppen von Ferment und Substrat die Reaktion 
beschleunigen. Wenn Calciumzusatz im Eigelbansatz wirkungslos bleibt, 
so kénnte man an die zweite Méglichkeit denken, doch enthalt Eidotter 
ohnehin erhebliche Calciummengen, so dali von einem Calciumzusatz 
keine nennenswerte weitere Aktivierung zu erwarten ist. 

Bei dem hier geschilderten Stand der Untersuchungen darf nicbt 
vergessen werden, daf auch jene Stoffe die Bienengiftphospholipase A 
beeinflussen kénnten, welche das Ferment in dem ,,Pikratgift‘‘ begleiten: 
eine Hyaluronidase bzw. — abhingig von den niheren Umstinden bei 
der Gewinnung des Pikratgiftes — deren Umwandlungsprodukte, ferner 
die stark basische elektrophoretische Fraktion I, welche sehr ober- 
flachenaktiv ist!®. Versuche zur Klaérung dieser Zusammenhinge sind 
im Gange. 

Auffallig sind zahlreiche Parallelen zwischen den Reaktionsbedin- 
gungen von Phospholipase A und Lipase. Der zeitliche Ablauf der Re- 
aktion, die Aktivierbarkeit durch EiweifB, Calciumionen und bestimmte 
Aminosiuren ist beiden gemeinsam. Allerdings wird Phospholipase A 
durch Arsanilséure nicht, durch Chinin nur im Eigelbansatz und anschei- 
nend im Vergleich zur Lipase* nur geringfiigig gehemmt. 

Beziiglich der Beteiligung der Phospholipase A an den pharmakolo- 
gischen Wirkungen des Bienengiftes ist noch kein abschlieBendes Urteil 
moéglich. Wir befinden uns in Ubereinstimmung mit Roy**, der betont, 
daB die Lecithase (Phospholipase) A fiir die direkt himolytische Wirkung 
von Schlangengiften nicht verantwortlich sein kénne und mit Dunn” 
und Gronchi**, welche die Ansicht vertreten, dieses Ferment kénne 
nicht das toxische Prinzip tierischer Gifte darstellen. 

Nach Binet, Weller und Robillard*®* werden eine Reihe von 
pharmakologischen Wirkungen von Bienen- und Kobragift durch Cyanid 


43 H. B. Collier u. K.M. Wilbur, J. Lab. clin. Med. 29, 1123 [1944]. 
44H. B. Collier, Federation Proc. 6, 245 [1947]. 

4 P. Rona u. R. Pavlovié, Biochem. Z. 130, 225 [1922]. 

46 A.C. Roy, Nature [London] 155, 696 [1945]. 

47 KE. E. Dunn, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 50, 393 [1934]. 

48 V. Gronchi, Sperimentale 90, 262 [1936]. 
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und Sulfid abgeschwicht, nach unseren Versuchen wird dagegen die 
Phospholipase durch diese Stoffe aktiviert (vergl. 8. 172f.). 

Wir konnten durch Aktivatoren und Inhibitoren der Lecithase die 
pharmakologischen Bienengiftwirkungen nicht beeinflussen, welche im 
Gegenteil andere Inhibitoren besitzen als die auf die Lecithase zu be- 
ziehenden Effekte. Bei unseren Versuchen mit den elektrophoretischen 
Fraktionen von Bienengift erwies sich bisher die lecithasehaltjge Frak- 
tion II als pharmakologisch wenig wirksam, wihrend die lecithasefreie 
Fraktion I im wesentlichen die Aktivitaét des Ausgangsgiftes hatte ® 1. 
Bienengift hat aber auch Effekte, bei denen eine Beteiligung der Phos- 
pholipase bzw. einer intermediaéren Lysocithinbildung noch nicht aus- 
geschlossen ist, z. B. die Freisetzung von Adrenalin und Histamin aus 
bestimmten Organen?’. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir eine Sach- 
beihilfe. 

Zusammenfassung 

Es wird eine Methode zur Bestimmung der Aktivitét von Phos- 
pholipase A beschrieben. Das zu untersuchende Praparat und ein Ferment- 
Standard wirken dabei auf Lecithin ein; die entstehende himolytische 
Aktivitat wird an einer Erythrocytensuspension photometrisch erfaBt. 

Der EinfluB von py, Reaktionsdauer und -temperatur, von Erhitzen 
und Bestrahlung, von anorganischen und organischen Substanzen auf 
die Bienengift-Phospholipase A wird unter verschiedenen Bedingungen 
untersucht. Beziehungen zu den pharmakologischen Wirkungen von 
Bienengift werden besprochen. 

49 W. Feldberg, J. Physiol. 99, 104 [1940]; W. Feldberg u. C. H. Kella- 
way, Austral. J. exp. Biol. med. Sci. 16, 461 [1937]. 


Zur Kenntnis der Acetalphosphatide 
Von 


E. Klenk u. H. Debuch 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit K6in 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2, Dezember 1953) 


Wie Feulgen und Bersin! gezeigt haben, kommt dem von ihnen 
aus Rindermuskulatur isolierten Acetalphosphatid die Formel I zu. Ein 
Acetalphosphatid derselben Zusammensetzung haben spater Thann- 
hauser und Mitarbeiter? aus Gehirn gewonnen. Das Darstellungsver- 
fahren beruht in beiden Fallen auf der groBen Alkalibestandigkeit der 





1 R. Feulgen u. Th. Bersin, diese Z. 260, 217 [1939]. 
2 §. J. Thannhauser, N. F. Boncoddo u. G. Schmidt, J. biol. Chemistry 


188, 417, 427 [1951]. 
12* 
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Acetalphosphatide. Ihrer Isolierung ging deshalb eine Zerstérung der 
Esterphosphatide durch alkalische Verseifung voran. 


Bei einer Untersuchung® tiber die Verteilung der Acetalphosphatide 
in den verschiedenen Kephalinfraktionen des Gehirns stellte es sich 
heraus, daB sich der Hauptteil derselben in der Colaminkephalinfraktion 
vorfindet. Das durch einen hohen Plasmalgehalt ausgezeichnete Phos- 
phatidpraparat enthielt Fettsiuren und Aldehyde in anniherndem Ver- 
haltnis 2: 1, so daB es unter Zugrundelegung der Feulgenschen Forme! 
etwa zur Halfte aus Acetalphosphatiden bestehen muBte. Wahrend dic 
nach Alkalivorbehandlung isolierten Acetalphosphatide in Ather un- 
léslich sind, handelt es sich hier um ein in Ather sehr leicht lésliches 
Produkt. AuBerdem hatten alle von uns gewonnenen Priparate einen 
viel zu niedrigen P-Gehalt (3,1—3,6°%). Er lag noch unter dem des reinen 
Esterphosphatids (3,8—4%), gegeniiber einem fiir das Feulgensche 
Acetalphosphatid berechneten Wert von 6,7—7,1°%. Da die Beimengung 
von groBen Mengen P-freier Verunreinigungen nicht in Frage kam, 
muBte angenommen werden, daB unser Praparat das Acetalphosphatid 
in einer bisher noch nicht bekannten Form enthielt. 


Wir haben deshalb diese Colaminkephalinfraktion des Gehirns 
etwas eingehender untersucht und festgestellt, daB bei gelinder Saure- 
hydrolyse, wodurch zwar die Acetalbindung, nicht dagegen die Ester- 
bindung gelést wird, nur sehr geringe Mengen wasserlésliche Phosphor- 
verbindungen entstehen. Selbst bei 3-stdg. Einwirkung von 0,6-n. HCl 
bei 37° wird nur etwa 15% des Gesamt-Phosphors wasserléslich (ahn- 
liche Beobachtungen machten auch Schmidt und Mitarbeiter‘ bei 
Versuchen zur Bestimmung der Acetalphosphatide im Gehirn und ande- 
ren Organen). Andererseits kann durch Alkalispaltung und darauf fol- 
gender Saéurebehandlung nach der Methode von Schmidt und Mit- 
arbeitern® praktisch der Gesamtphosphor als leicht abspaltbarer Phos- 
phor erfaBt werden. 


Die vorliegende Phosphatidfraktion zeichnet sich durch einen 
besonders hohen Gehalt an hochungesittigten Fettsiuren aus. Die Sub- 
stanz farbt sich deshalb schnell braun und nimmt eine schmierige Be- 
schaffenheit an, selbst wenn die Aufarbeitung unter schonendsten Be- 
dingungen erfolgt. Im Gegensatz zu ailteren Angaben*, wonach die Ver- 
suche zur Hydrierung des Kephalins sehr unbefriedigend verlaufen sind, 
lieB sich die Substanz leicht hydrieren. Nach Entfernung kleiner Mengen 
Cerebroside durch Umkristallisieren aus Pyridin erhielten wir ein rein 
3 E. Klenk u. P. Béhm, diese Z. 288, 98 [1951]. 

4 G.Schmidt, B.Ottenstein, N.Zoellner u. S.J. Thannhauser, 
XII th intern. Congress of pure and applied chemistry. Abstracts of papers. S. 104 
(1951). 

é G. Schmidt, J. Benotti, B. Hershman u. 8. J. Thannhauser, J. biol. 
Chemistry 166, 505 [1946]. 

6 Pp. A. Leveneu.C. J. West, J. biol. Chemistry 24, 41 [1916]; P. A. Levene 

u. S. Komatsu, J. biol. Chemistry 39, 91 [1919]. 
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weiBes, kristallines Hydrierungsprodukt, das keine Plasmalreaktion 
mehr gab, das jedoch nach Alkalispaltung und anschlieBender Saure- 
behandlung nur 38% des Gesamt-Phosphors als leicht abspaltbaren 
Phosphor enthielt. Auch bei der Spaltung mit methanolischer Salzsaure 
in der Siedehitze wurden nur 34—38% des Gesamt-Phosphors in Form 
von wasserléslichen Phosphorverbindungen abgespalten. Der Hauptteil 
der phosphorhaltigen Spaltprodukte ist wasserunléslich. Es handelt 
sich um ein Gemisch von Chimyl- und Batylalkohol-phosphor- 
siure (II u. III). Die Menge der erhaltenen Fettsiuremethylester betrug 


51,5—52,5%. Davon kann entsprechend dem geringen Anteil leicht 


abspaltbaren Phosphors nur etwa die Halfte von reinem Esterphosphatid 
(Colaminkephalin IV) stammen. Die andere Halfte muB als Bestandteil 
des als Hauptkomponente im Hydrierungsprodukt vorhandenen anderen 
Phosphatids aufgefaBt werden, das als charakteristischen Baustein 
Chimyl- bzw. Batylalkohol-phosphorsiure enthalt. Es kann kaum ein 
Zweifel bestehen, daB ihm die Konstitution V zukommt. Mit einiger 
Wahrscheinlichkeit darf angenommen werden, daB der hier angetroffene 
Chimyl- und Batylalkohol ebenso wie die entsprechenden Alkohole aus 
Haifischleberélen «-Glycerinather sind und daB auBerdem die Phosphor- 
siure wie in den Esterphosphatiden in «’-Stellung des Glycerins sich 
befindet. 

Nach den vorliegenden Untersuchungsergebnissen ist unser Hy- 
drierungsprodukt ein Gemisch des Esterphosphatids IV und des Phos- 
phatids V, das die beiden Komponenten im ungefihren Verhiltnis 1 : 2 
enthalt. In befriedigender Ubereinstimmung damit steht auch die ele- 
mentare Zusammensetzung der Substanz. 

Was die Konstitution des in der Colaminkephalinfraktion vor- 
handenen genuinen Acetalphosphatids betrifft, aus welchem das 
Phosphatid V bei der Hydrierung entstand, so scheinen uns dafiir die 
Formeln VI—VIII in Frage zu kommen. Méglicherweise kénnten Sub- 
stanzen vom Typ VI und VII miteinander im Gleichgewicht stehen. 
Die Formel VIII ergibt sich unter der Annahme, daB die Enolform des 
Aldehyds mit einer alkoholischen Hydroxylgruppe des Glycerins unter 
Wasseraustritt in Reaktion getreten ist. Wenn auch iiber die Existenz 
von acetalartigen Verbindungen dieses Typs, soweit wir sehen, noch 
nichts bekannt ist, so méchten wir doch auch diese Formel zur Diskus- 
sion stellen. Dagegen muB8 die friiher von dem einen’ von uns versuchs- 
weise aufgestellte Formel IX als weniger wahrscheinlich angesprochen 
werden, da bisher keine Anhaltspunkte dafiir vorliegen, daB neben der 
Monoglycerinphosphorsiure auch eine Diglycerinphosphorsaure als 
Baustein vorkommt:! 

Auf Grund der neuen Befunde war zu erwarten, da das Acetal- 
phosphatid der Colaminkephalinfraktion durch gelinde Séureeinwirkung 


7 EK. Klenk, 3. Colloquium der Gesellschaft fiir physiologische Chemie vom 
26./27. April 1952 in Mosbach, Baden. Springer-Verlag Berlin, Géttingen, Heidel- 
berg. 8S. 27. 
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unter Abspaltung des Aldehyds in Lysokephalin tibergeht. Die von uns 
in dieser Hinsicht durchgefiihrten Versuche haben bis jetzt noch nicht 
zu einem eindeutigen Ergebnis gefiihrt. 

Es sei hier noch besonders darauf hingewiesen, dai auch Feulgen 
und Bersin die Identitaét der von ihnen isolierten Substanz mit 
den genuinen Acetalphosphatiden keineswegs als gesichert angesehen 
haben. Sie erwahnen ausdriicklich, daB sekundire Veranderungen bei 
der alkalischen Verseifung der Esterphosphatide nicht auszuschlieBen 
sind. Man wird die Méglichkeit der Bildung des Acetalphosphatids I aus 
einem Acetalphosphatid vom Typ VI, VII oder VIII durch alkalische 
Verseifung als gegeben ansehen diirfen. 


CH,—O CH,—O—CH,-[CH,],,CH, CH,—O—CH,-[CH, ]1,.-CH, 
| CH-R | 
CH—O CHOH CHOH 
( H,O—POOH bu,0 —PO(OH), (H,O—PO(OH), 
ScH,-CH,NH, 
I I 11 
CH,0—CO-R CH,—O—CH,-CH,-R’ 
bio com CHO—CO.-R 
b3,0—PooH CH,O—POOH 
OCH,.CH,NH, OCH,-CH,-N H, 
IV V 
OH 
CH, o—-GH.CH,R’ CH,—O—CH.-CH,-R’ CH,—O—CH=CH-R’ 
CHO—CO-R éHo—cor O CHO—CO-.R 
CH,O ~POOH bu,0—P0 OHO POOH 
cu, -cHyNE, OCH,-CH,:NH, écu,.cH,NH, 
VI VII VIII 
R R 
CH, o-da—o-—cH, CH,—O—CH—O—CH, 
CHO—CO-R b0—co-R CHO—CO-R (HO—CO-R 
(H,O—POOH du,0 PO- on, (H,O—POOH 
écH,.CH,N H, dcH,.CH,-N H, cH, -cHyN H, 
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Beschreibung der Versuche 


Die Colaminkephalinfraktion 
Als Ausgangsmaterial diente in allen Fallen die aus menschlichen Gehirnen 
gewonnene und bereits friiher genauer untersuchte Kephalinfraktion®. Die bei den 
verschiedenen Darstellungen erhaltenen Praparate wurden noch einmal durch- 
analysiert. 


Tab. 1. Zusammensetzung der Colaminkephalin-Praparate verschiedener 





























Darstellungen. 
NH.,-N| Amino- . 
P N in °,, d.| saure-N Plasmal**| Glycerin 
of oh Gesamt-| in Ny d. oy of 
N Gesamt-N 
I. 3,43 | 2,07 94 6 24 -- 
2. 3,49 | 2,00 _ _ -- 11,3 
3. 3,08 | 2,16 95 6 25 11,0 
4, 3,07 | 2,00 — 4 22 11,4 
5. 3,17 | 1,86 -- 10 24 11,5 
6. 3,59 | 1,32 ~ 3,3 22 10,4 
Jie 3,22 | 1,85 -- 8 26 11,4 
Cutts ),NP(768,04)*ber.| 4,03 | 1,82 | 100 0 | 0 11,99 








* Stearyl-arachidonyl-colaminkephalin (Esterphosphatid). 
** ber. als Dimethylacetal. 


Die Analysen wurden nach den friiher? angegebenen Methoden ausgefiihrt. 
Nur das Plasmal wurde jetzt nach Feulgen, Boguth und Andresen® bestimmt. 
Ks zeigte sich, daB bei Verdiinnungen von 1 : 1000 (Eisessig) viel zu niedrige Werte 
erhalten wurden. Die Bestimmungen fiihrten wir deshalb bei Verdiinnungen von 
1: 10000 aus, so daB die abgelesenen D-Werte bei 15 bis 40 lagen. — Die P-Werte 
sind bei allen Préparaten sowohl fiir Colaminkephalin (V) als auch fiir die Acetal- 
phosphatide (VI—VITI) etwas zu niedrig, was im wesentlichen auf die Anwesenheit 
von kleinen Mengen Cerebrosiden zuriickzufiihren sein diirfte. Die letzteren lassen 
sich aus dem Hydrierungsprodukt durch Umkristallisieren, aus Pyridin leicht 
entfernen. 

Um die erhaltenen Plasmalwerte auf ihre Richtigkeit zu priifen, wurde von 
Praparat 4 eine Spaltung mit kochender methanolischer Salzsiure ausgefiihrt und 
das gewonnene Ester-Acetalgemisch nach der bereits beschriebenen Methode’, je- 
doch ohne vorangegangene Reinigung durch Destillation in die Komponenten 
zerlegt. 

Tab. 2. Spaltung mit methanolischer Salzsaure. 





Colamin- Ester- 


kephalinfraktion| Acetalgemisch Fottehuven | Dimethytncctale 








: Plasmal- Plasmal- Plasmal- 
& gehalt °, 8 gehalt °,, 8 8 gehalt °/, 
LZ 22 1,21 30 0,76 0,37 96 




















Die isolierte Menge Dimethylacetale betriagt demnach 21°, gegeniiber einem 
gefundenen Plasmalwert in der Ausgangssubstanz von 22°). 


8 R. Feulgen, W. Boguthu. G. Andresen, diese Z. 287, 90 [1951]. 
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Bestimmung des leichtabspaltbaren Phosphors nach Schmidt und Mit. 
arbeitern®: 9,580 mg Sbst. (Prap. 3) entspr. 0,296 mg Gesamt-P. Filtrat auf 10 ccm 
aufgefiillt, davon 1 ccm zur Analyse: d= 1 cm, F = 0,789, E = 0,363 (0,358) 
entspr. 0,0286 (0,0282) mg P, d. h. 0,286 (0,282) mg Gesamt-P. Gefunden: 96,5 
(95,3)°,, des Gesamt-P. 

Die Versuche iiber die Freisetzung von wasserléslichen Phosphorverbindungen 
durch gelinde Saurehydrolyse wurden in mannigfaltiger Weise variiert. Zur An- 
wendung kamen: 10—12-proz. Trichloressigsiure (Tab. 3a) und 0,l-n. (Tab. 3b) 
bzw. 0,6-n. HCl (Tab. 3c). In der Regel gab man zu einer feinen wasserigen Emulsion 
des Phosphatids (1—2-proz.) soviel der Saure, bis die obige Konzentration erreicht 
war. Bei a handelte es sich um Ansiatze von 10—20 mg Substanz, bei b und ¢ 
um solche von je 1,6—12 g. 

a) Nach 2-stdg. Saéureeinwirkung filtrierte man, fiillte auf 10 ccm auf und 
bestimmte im Filtrat den Phosphorgehalt. 

b) Nach 3-stdg. Saureeinwirkung bei 37° wurde der Niederschlag sofort (.) 
oder erst nach Stehenlassen iiber Nacht im Eisschrank (f, y) abzentrifugiert. 
Durch staérkeres Ansiuern der Lisung dieser 3 Ansitze (entspr. 0,6-n. HCl) konnte 
ein weiterer Phosphatidniederschlag erzeugt werden, der wieder abzentrifugiert 
wurde. Die Lésung wurde auf ein passendes Volumen aufgefiillt und darin der 
Phosphor bestimmt. — Bei Substanz 5 schiittelte man die triibe Lésung nach 
dem Abzentrifugieren mit Kieselgur, bei Substanz 6 klarte man durch Ausschiitteln 
mit Ather, fiillte auf ein passendes Volumen auf und bestimmte den Phosphorgehalt. 

c) Nach 3-stdg. Saiureeinwirkung bei 37° und Stehenlassen im Kihlschrank 
(4°) iiber Nacht wurde der Niederschlag abzentrifugiert, die Lésung auf ein pas- 
sendes Volumen aufgefiillt und darin der Phosphor bestimmt. 


Tab. 3. Menge des abgespaltenen wasserléslichen Phosphors nach gelinder Saure- 














hydrolyse in °, des Gesamt-Phosphors. 
a b c 
12. Trichlor- 
10— 12-proz. Trichlor 0,1-n. HCl 0,6-n. HCI 
essigsaéure 

2 7,9/8,0 

5 10,1/11 

6 . 

7 2,6 15,4/15,8 
8,3/8.4 (8) 14,1/15,4 
8,7/9,3 (y) 











Da bei Ansatz 6 der wasserigen Lésung durch Ausschiitteln mit Ather noch 
etwa 5°, des Gesamt-Phosphors in Form von Phosphatid entzogen werden konnten, 
darf angenommen werden, daB auch bei allen anderen Ansitzen wenigstens ein Teil 
des wasserléslichen Phosphors noch als Phosphatid (Lysokephalin?) vorlag. Die 
etwas hdéheren Werte, welche bei der Einwirkung von 0,6-n. HCl erhalten wurden, 
konnten sehr wohl auf einer hydrolytischen Spaltung von Esterbindungen beruhen. 


Das Hydrierungsprodukt 


2—6 g der Colaminkephalinfraktion, die in 150—200 cem trockenem Alkohol 
gelést waren, wurden im magnetischen Riihrautoklaven unter einem Wasserstoff- 
druck von 100 Atii mit Raney-Nickel und einer Spur Platinchlorid als Katalysator 
durch 2-stdg. Erhitzen auf 100° hydriert. Die heiBe alkoholische Lésung wurde 
nach der Hydrierung vom Katalysator abfiltriert und im Vak. bis zur Trockne 
2ingeengt. Ausb. 75—98°,. Den Riickstand ]éste man in der 10-fachen Menge 
heiBen Pyridins und saugte nach 3- bis 4-stdg. Aufbewahren bei Zimmertemperatur 
den Niederschlag ab, der einige Male mit Aceton nachgewaschen wurde. Ausb. 
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59—83°,, des Ausgangsmaterials. Zur Analyse wurde die Substanz im Hochvak. 
iiber P,O; bei 50—60° getrocknet. 

4,939(4.922 ®) mg Sbst.: 12,075(12,160) mg CO,, 5,030(5,120) mg H,O (wegen 
des Phosphorgehaltes mu8te die Substanz mit Bleichromat vermischt verbrannt 
werden). — 4,609 (4,311) mg Sbst.: 0,635(0,535) ccm n/100-HCl, entspr. 0,0889 
(0,0749) mg N. — 5,554(5,190) mg Sbst.: d= 0,5cem, F = 0,0772, # = 1,292 
(1,268), entspr. 0,1994(0,195) mg P. — 4,751(5,471) mg Sbst.: 1,305(1,535) ccm 
n/30-Na,8,0,, entspr. 0,588(0,694) mg Glycerin. 











| %C | Ae ef | YN we Be ®,, Glycerin 
C'g3HggOgNP (776,11)* ber. | 66,54 | 11,17 | 1,81 | 3,99 11,87 
C43H,,0,NP (762,12)** ber. | 67,76 | 11,64 | 1,84 | 4,07 12,08 
(‘4sH,,0;NP (790,17)*** ber. | 68,40 | 11,74 | 1,77 | 3,92 11,66 
gef. 66,7 11,4 1,9 3,6 12,4 
67,3 11,6 1 3,8 I Pay 


* Stearyl-arachyl-colaminkephalin. 
** reduziertes Acetalphosphatid (V) mit Arachinséure als Fettsiure- und Octadecanol als 


Alkoholkomponente. 
*** reduziertes Acetalphosphatid (V) mit Behensiure ais Fettsiure- und Octadecanol als 


Alkoholkomponente. 


Rein wei8e kristalline Substanz. Sie ist unléslich in Ather und Aceton, léslich 
in heiBem Alkohol und Pyridin, woraus sie beim Abkiihlen ausfallt, etwas leichter 
léslich in Chloroform. Aus Pyridin scheidet sich die Substanz in kleinen Spharo- 
lyten ab, welche im polarisierten Licht ein wohlausgebildetes Balkenkreuz zeigen. 
Die Plasmalreaktion ist vollstandig negativ. Die Substanz ist schwach rechts- 
drehend. 0,150 g Sbst. zu 4 ccm in Chloroform-Methanol (3:1 Vol.-Tle.) gelést, 
Drehung im 1 dm Rohr bei 40°: + 0,118°, [a]})’: + 3,14°. 

Die Substanz ist praktisch zuckerfrei 20,497(20,108) mg Sbst.: 0,492(0,291) 
ccm n/200-KJO, entspr. 0,0875(0,0625) mg Galaktose. Gef.: 0,4(0,3)°% Zucker 
(ber. als Galaktose). . 

Spaltungsversuche. a) 0,93 g Hydrierungsprodukt wurden mit 180 ccm 
n-KOH unter haufigem Schiitteln 22 Stdn. bei 37° gespalten. Nach dem Neutrali- 
sieren der abgekiihlten Lésung mit 30 ccm 6-n. HCl gab man 210 ccm 12-proz. 
Trichloressigsiure hinzu und filtrierte nach 114 Stdn. ab. Das Filtrat enthielt 
38°/, des Gesamt-Phosphors als wasserlésliche Phosphorverbindungen. Menge der 
aus dem Filterriickstand durch Auswaschen mit Aceton und Auskochen mit Ather 
erhaltenen Fettsiurefraktion: 0,43 g, entspr. 0,46 g Fettsiuremethylester oder 
49,5°%, des Ausgangsmaterials. Die Substanz enthielt noch 0,27°,, P. Atherunlés- 
licher Riickstand: 0,33 g (5,6°,,P). 

b) 0,51 g Hydrierungsprodukt wurden mit dem 15-fachen Vol. 2'%-proz. 
methanol. Salzsiure durch 1-stdg. Kochen unter RiickfluB gespalten. Die Fett- 
siuremethylester schiittelte man mit Petrolather aus und wusch die petrolatheri- 
sche Lésung solange mit Wasser, bis dieses neutral reagierte. Die auftretenden 
starken Emulsionen beseitigte man durch Zentrifugieren. 

Die methanol. Salzsiure engte man im Vak. ein, der Riickstand wurde mit 
Wasser aufgenommen, wobei er nur teilweise in Lésung ging. In dem mit den 
iibrigen waBr. Anteilen vereinigten Filtrat fanden sich 38°, des Gesamt-Phosphors 
als wasserlésliche Phosphorverbindungen. Menge der Fettsauremethylester: 0,27 g 
oder 52,5°,, des Ausgangsmaterials. 

c) 5,2 g Hydrierungsprodukt mit einem Phosphorgehalt von 3,8°, wurden 
mit dem 15-fachen Vol. 3-proz. methanol. Salzséure durch 114-stdg. Kochen unter 
RiickfiuB gespalten. Weitere Aufarbeitung wie unter b), nur da8 jetzt die petrol- 
atherische Schicht zur Vermeidung der Emulsionen wiederholt| mit waBr. Methanol 


® Nochmals aus Benzol-Methanol (1:1 Vol.-Tl.) umkrist. Praparat. 
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ausgeschiittelt wurde. Zu diesem Zwecke verwendete man zuerst 90-proz., dann 
80-proz. Methanol usw. und setzte das Ausschiitteln solange fort, bis schlieBlich 
auch beim Ausschiitteln mit reinem Wasser keine Emulsionen mehr auftraten. 
Menge der aus der Petrolitherlésung gewonnenen Fettsiuremethylester: 2,68 ¢ 
oder 51,5°,, des Ausgangsmaterials. Die Substanz enthielt noch 0,29%, P. 

Die Chimyl- bzw. Batylalkohol-phosphorsauren (II und ITT) fanden sich teils 
in der methanolischen Salzsiure, teils in dem wafrigen Methanol, das zum Aus- 
schiitteln der Petrolaitherlésung verwandt wurde. Ein Anteil fiel beim Stehenlassen 
der methanolischen Salzsiure aus. Nach Absaugen des Niederschlages wurde das 
Filtrat mit dem waBr. Methanol vereinigt. Beim Stehenlassen fiel ein weiterer 
Anteil aus, der ebenfalls abgesaugt wurde. Der im Filtrat verbliebene letzte Antei! 
wurde daraus durch Ausschiitteln mit Ather gewonnen. Gesamt-Menge des Roh- 
produktes: 1,86 g. Der Phosphorgelialt der einzelnen Praparate schwankte zwischen 
5,5 und 6,8°%, der Glyceringehalt zwischen 22 und 24”,. In der nach dem Aus- 
schiitteln mit Ather verbliebenen wa8rig-methanolischen Schicht fanden sich 34°, 
des Gesamt-Phosphors als wasserlisliche Phosphorverbindungen. 

Die oben erhaltene rohe Chimyl- bzw. Batylalkohol- phosphorsaure 
kristallisierte man zunachst aus Aceton oder aus w asserhaltigem warmem Ather 
um und reinigte sie schlieBlich noch auf dem Wege iiber die Cadmiumsalze. 
Zu diesem Zweck wurden die Spaltprodukte in dem 50-fachen Volumen 
Methanol gelést und in der Siedehitze einige Tropfen einer heiB gesattigten 
methanol. Cadmiumacetatlésung hinzugefiigt. Der hei filtrierte Niederschlag 
wurde wieder in Benzol gelést, in der Hitze mit Schwefelwasserstoff zerlegt 
und das gebildete Cadmiumsulfid durch Zufiigen desselben Volumens heiBen 
Methanols gefallt und iiber Kieselgur hei abgesaugt. Die aus dem Filtrat durch 
Abdampfen des Lésungsmittels im Vak. in einer Ausbeute von 80°, wieder- 
gewonnene Substanz wurde zur Analyse aus Aceton umkristallisiert. 

5,126 mg Sbst.: 10,945 mg CO,, 4,660 mg H,O (wegen des Phosphorgehaltes 
wurde die Substanz mit Bleichromat vermischt verbrannt). — 1,632(1,489) mg 
Sbst.:d = 0,5 cm, F = 0,0783, E = 0,757(0, 701), ca 1,186(1,100) mg Phosphor. 
— 2,278(3,667) mg Sbst.: 1,01(1, 669) ecm n/30-Na,S,03, entspr. 0,519(0,864) mg 
Glycerin. 








| ”7C | oH | oP | ° Glycerin 
C49H4,O¢P (396,50)* ber... . 57,55 10,42 7,81 23,23 
C,,H,4;0,P (424,55)** ber. . . . 59,41 10,68 7,30 21,69 
CS ae 58,3 10,2 1,0 22,8 
7,4 23,5 


* Chimylalkohol-phosphorsiiure. 
** Batylalkohol-phosphorsiiure. 


Rein weiBe Substanz, die, obwohl es sich um ein Gemisch von Chimyl- und 
Batylalkohol-phosphorsiure handelt, aus einer Lésung in warmem Aceton beim 
Abkiihlen in schénen groBen Kristallen sich abscheidet. Die Substanz beginnt bei 
40° zu sintern, geht ab 68° in einen fliissig-kristallinen Zustand iiber und schmilzt 
klar bei 144°, 

Verbindungen von der Art der Chimyl- bzw. Batylalkohol-phosphorsaure 
waren bisher noch unbekannt. 


Das aus der Colaminkephalinfraktion durch gelinde Saureeinwirkung 
entstehende Phosphatidgemisch 

Das bei den oben beschriebenen Versuchen b) und c) nach der gelinden 

Saureeinwirkung durch Abzentrifugieren gewonnene Material wurde anschlieBend 

in absol. Alkohol gelést, wobei stets ein kleiner Teil ungelést blieb. Die mit Natron- 

lauge genau neutralisierte Losung hydrierte man wie oben angegeben. Die Hydrie- 

rungspr odukte wurden zur Entfernung der aus den abgespaltenen Aldehyden bei 
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der Hydrierung entstandenen héheren Alkohole griindlich mit Aceton und Ather 
ausgewaschen und zur Entfernung des beigemengten Natriumchlorids wiederholt 
in Wasser suspendiert, von dem man das unlésliche Phosphatid durch Zentri- 
fugieren abtrennte. SchlieBlich emulgierte das Phosphatid so stark, daB ein weiteres 
Auswaschen mit Wasser unméglich war. Die noch feuchte Substanz wurde aus 
Pyridin umkristallisiert. Ausb. 11—26°,, des Ausgangsmaterials. Zur Analyse 
wurde die Substanz iiber P,O,; im Hochvak. bei 50—60° getrocknet. 

4,772 mg Sbst.: 10,925 mg CO,, 4,760 mg H,O (die Substanz wurde wegen 
des Phosphorgehaltes mit Bleichromat vermischt verbrannt). — 4,561(3,170) mg 
Sbst.: 0,70(0,47) cem n/100-HCI, entspr. 0,0980(0,0659) mg N. — 3,536(3,793) mg 
Sbst.: d = 1 em, F = 0,188, EH = 0,807(0,824), entspr. 0,1519(0,1549) mg P. — 


- 4,173(6,010) mg Sbst.: 1,109(1,565) cem n/30-Na,8,0,, entspr. 0,569(0,806) mg 


Glycerin. — 10,661(9,295) mg Sbst.: Menge des Gesamt-P im Ansatz 0,384 
(0 332) mg; davon leicht abspaltbar 0,365(0,286) mg P (anderes Praparat). 





leicht-absp. P 











lycerin| in °,, d. Ges. P 
Cy3Hgg0gNP(776,11) * ber. | 66,54 | 11,17 | 1,81 | 3.99 | 11,87 100 
Co3H4gO,NP(481,60) ** ber. | 57,36 | 10,05 | 2,91 | 6,43 | 19,12 100 
(,;H;,0,NP(509,65) *** ber. | 58,91 | 10,29 | 2,75 | 6,08 | 18,07 100 
gef.| 62,5 | 11,2 | 2,1 4,3 13,6 95 
2,1 4,1 13,4 86 


* Stearyl-arachyl-colaminkephalin. 
** Lysokephalin mit Stearinsiure als Fettsiurekomponente. 
*** Lysokephalin mit Arachinsiure als Fettsiurekomponente. 

Die rein weiBe Substanz gleicht in ihren Eigenschaften weitgehend dem Hydric- 
rungsprodukt der Colaminkephalinfraktion, die nicht mit Salzsiure vorbehandelt 
war. Sie kristallisiert aus Pyridin in Spharolyten, die wie die oben beschriebene Sub- 
stanz im polarisierten Licht das wohlausgebildete Balkenkreuz zeigen. Die Substanz 
ist schwach rechtsdrehend: 0,500 g Sbst. werden zu 5 cem in Chloroform-Methanol 
(3:1 Vol.-Tle.) gelést, Drehung im 1 dm Rohr bei 50°: + 0,19°, [x] j,’ = + 1,9°. 
Aus dem etwas zu niedrigen Phosphorgehalt des Priparates kénnte geschlossen 
werden, daB darin Lysokephalin in nennenswerten Mengen nicht enthalten ist. Doch 
ist es ohne Schwierigkeiten méglich, durch Umkristallisieren aus Benzol oder Chloro- 
form Praparate von hohem Phosphorgehalt (bis 5,1°,, P) zu erhalten. Die Méglich- 
keit, daB auf dem eingeschlagenen Wege ein Teil des Lysokephalins, und zwar be- 
sonders bei der Entfernung des Natriumchlorids durch Auswaschen mit Wasser, 
verloren ging, ist gegeben. 
_ Auch die aus dem Hydrierungsprodukt durch Auswaschen mit Aceton und 
Ather gewonnene Alkoholfraktion enthielt noch betrachtliche Mengen Phosphatid. 
Die nahere Untersuchung desselben steht noch aus. Wohl aber konnte aus dieser 
Fraktion nach vorangegangener Acetylierung durch Vakuumdestillation die Acetyl- 
verbindung von Hexadecanol und Octadecanol in allerdings noch nicht ganz reiner 
Form abgetrennt werden. 

Die Untersuchung wird fortgesetzt. Sie wurde durch Mittel der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft und des Fonds fiir Chemie unterstiitzt. Fiir die 
Ausfiihrung der Analysen danken wir Frau I. Selbach. 


Zusammenfassung 
Es werden Befunde mitgeteilt, die dafiir sprechen, daB den genuinen 
Acetalphosphatiden eine andere Konstitution zukommt, als den bisher 


isolierten Verbindungen. 
Durch Hydrierung der Colaminkephalinfraktion des Gehirns, die 


durch einen besonders hohen Gehalt an Acetalphosphatiden ausgezeich- 
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net ist, erhalt man ein Produkt, unter dessen Spaltstiicken Chimyl- und 
Batylalkohol-phosphorsiiure nachgewiesen wurden. Uber 60% des 
Gesamt-Phosphors liegen in dieser Form vor. Nur etwa 30—40% des 
Gesamt-Phosphors werden durch Alkali bei 37° oder durch kochende, 
methanolische Salzsiure in Form von wasserléslichen Phosphorverbin- 
dungen (Glycerinphosphorsiure) abgespalten. Das untersuchte Hydrie- 
rungsprodukt besteht demnach nur zu 30—40% aus Colaminkephalin 
(Esterphosphatid). Es enthialt vielmehr zu iiber 60% ein aus Chimy]- 
bzw. Batylalkohol-phosphorsiiure gebildetes colaminhaltiges Phospha- 
tid, in welchem nach allen vorliegenden Daten die noch freie Hydroxy]- 
gruppe des Chimyl- bzw. Batylalkohols mit einer héheren Fettsaure 
verestert ist. 

Die nach diesen Befunden fiir die genuinen Acetalphosphatide in 
Frage kommenden Konstitutionsformeln werden zur Diskussion gestellt. 


Darstellung und papierchromatographische Trennung 
einiger Dinitrophenyl-aminoalkohole 


Von 
Horst Jatzkewitz und Nguyen-Dang Tam 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Tiibingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Dezember 1953) 


Zur Ermittlung der Feinstruktur von Proteinen ist es notwendig, die 
Aminosauren an den Enden einer Polypeptidkette festzustellen. Dies 
gelang Sanger!— bekanntlich bei der die freie NH,-Gruppe tragenden 
Aminosiure durch die Umsetzung mit Dinitrofluorbenzol (DNFB). Das 
Problem der sicheren Bestimmung der die endstindige freie COOH- 
Gruppe tragenden Aminosiure ist aber bisher noch nicht. zufrieden- 
stellend gelést. Ansitze in dieser Richtung wurden u. a. von Froma- 
geot® und Chibnall’ unternommen. Sie verwandten die anorganischen 
komplexen Metallhydride (Lithiumaluminium- und Lithiumborhydrid) 
zur Reduktion der freien Carboxylgruppe bzw. der Ester von Proteinen 
und erhielten nach der Hydrolyse die endstiindigen Aminoalkohole. 


F. Sanger, Biochem. J. 39, 507 [1945]. 
F. Sanger u. H. Tupy, Biochem. J. 49, 463 [1951]. 
F. Sanger u. H. Tupy, Biochem. J. 49, 481 [1951]. 
F. Sanger u. E. O. P. Thompson, Biochem. J. 58, 353 [1953]. 
F. Sanger u. E.O. P. Thompson, Biochem. J. 53, 366 [1953]. 

°C. Fromageot, M.Justisz, D.Meyer u. L. Penasse, Biochim. bio- 
physica Acta 6, 283 [1950]. 
7 A.C. Chibnall u. M. V. Rees, Biochem. J. 48, xlvii [1951]. 
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Eine der Schwierigkeiten dieser Methoden liegt in der Abtrennung, 
Charakterisierung und quantitativen Bestimmung der Aminoalkohole. 
Eine Méglichkeit, sie zu umgehen, besteht darin, nach der Reduktion des 
Proteins das Hydrolysengemisch nach Sanger! mit DNFB umzusetzen, 
die neutralen, jetzt farbigen DNP-Aminoalkohole von den sauren DNP- 
Aminosauren in bekannter Weise abzutrennen, sie papierchromato- 
graphisch zu identifizieren und gegebenenfalls quantitativ zu bestimmen. 
Uberdies ist es ebenfalls von Nutzen, die dligen, farblosen Produkte dieser 
Stoffklasse nach ihrer nunmehr leichten praparativen Zuginglichkeit*—1° 
nachweisen zu kénnen. 

Es wurden 8 Aminosiuren (Glycin, d,/-Alanin, d,/-Valin, /-Leucin, 
dJ-Serin, d,l-Phenylalanin, /-Tyrosin, d,/-Tryptophan) in die entspre- 
chenden Aminoalkohole iibergefiihrt und diese in wiasserig-acetonischer 
Hy.lrogencarbonat-Lésung mit DNFB umgesetzt. 

Die isolierten DNP-Aminoalkohole (beim /-Tyrosinol wurde das 
mono- und di-substituierte Produkt gefaBt) sind kristallisierte, gelbe bis 
rote Verbindungen. Zur papierchromatographischen Trennung wurde 
eine modifizierte Rundfilter-Technik nach Giri und Rao™ angewandt. 
Die Bestimmung der Ry-Werte erfolgte nach der aufsteigenden Me- 
thode!2. Das Lésungsmittel war die organische Phase des Systems Iso- 
octan-Isopropanol-Wasser (30 :7,5:1,5). Die interessierenden Daten 
zeigt die folgende Tabelle. 


Schmelzpunkte und Rr-Werte einiger DNP-Aminoalkohole, mit der 








organischen Phase des Systems Isooctan — Isopropanol — Wasser 
(30 : 7,5 : 1,5) auf Whatman- Papier Nr. 1 aufsteigend chromatographiert. 
DNP-Derivate | Schmelzpunkt Rr 
1-Leucinol 79—80° 0,88 
d,l-Valinol 73—74° 0,83 
d,l-Phenylalaninol 123—124° 0,79 
d,l-Alaninol 81,5° 0,57 
d,l-Tryptophanol 153— 154° 0,47 
Aminoathanol 89,5—90,5° 0,32 
l-Tyrosinol 
(N:DNP-Derivat) 154— 155° 0,29 
l-Tyrosinol 169—169,5° 
(N,O-DNP-Derivat) 
d,l-Serinol 131,5—132,5° 0,20 








Nachtrag b. d. Korr.: Wahrend der Drucklegung dieses Beitrags wurde 
eine Arbeit von W. GraBmann, H. Hérmann und H. Endres, Chem. Ber. 86, 
1477 [1953], mit gleicher Zielsetzung unter dem Titel publiziert: Eine Verbes- 
serung der Bestimmung von Aminosauren am Carboxylende von Peptiden durch 
teduktion der Carboxylgruppe. In ihr werden in Ubereinstimmung mit vor- 
liegender Mitteilung (von geringen Differenzen im Schmp. abgesehen) die DNP- 








8 P. Karrer, P. Portmann u. M. Suter, Helv. chim. Acta 31, 1617[194 8]. 
® P, Karrer u. P. Portmann, Helv. chim. Acta 32, 1034 [1949]. 
10 P, Karrer, P. Portmann u. M. Suter, Helv. chim. Acta 32, 1156 [1949]. 
u K. V. Giriu. N. A. N. Rao, Nature [London] 169, 923 [1952]. 
12 H. Hellmann, diese Z. 288, 95 [1951]; Z.ges. inn. Med. Grenzg: 6, 577 [1951]. 
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Derivate von Amino-athanol, Alaninol und Valinol beschrieben. Das,,DNP-Pheny1- 
alaninol’* der Autoren weicht nach Schmp. und Zusammensetzung (C,;H,;0,N,, ?) 
von unserem ab. Die iibrigen fiinf DNP-Aminoalkohole werden in unserer vor- 
liegenden Mitteilung erstmalig beschrieben und voneinander differenziert. 


Beschreibung der Versuche 
Darstellung der DN P-Aminoalkohole™ 


Die folgenden DNP-Aminoalkohole wurden, soweit nicht ausdriicklich anders 
beschrieben, in genau der gleichen Weise dargestellt. 

DNP-Amino-athanol: 250 mg (0,00409 Mol) Amino-athanol' werden 
in 10 cem einer 8,5-proz. Natriumhydrozencarbonatlésung gelést, dann mit einer 
Lésung von 0,761 mg (0,533 cem —.0,00409 Mol) Dinitrofluorbenzol (DNFB) in 
20 cem Aceton versetzt (Aceton/Wasser = 2)'. Das Gemisch wird 4 Stdn. bei 
Zimmertemperatur geschiittelt. Nach Abdampfen des Acetons im Vak, bei héchstens 
40° extrahiert man das tiberschiiss. DNFB mit Ather, schiittelt dann 4-mal mit je 
10 cem Chloroform aus, trocknet die Chloroformlésung mit Magnesiumsulfat und 
gewinnt nach dem Einengen durch Petrolitherzusatz schéne gelbe Kristalle, die 
man aus Benzol und wieder aus Chloroform-Petrolather umkristallisiert. 

Schmp. 89,5—90,5° (Kofler: 83—84,5°). Ausb. 0,754 g¢ DNP-Amino-athanol 
(81,1% d. Th.). 

4,886 mg Sbst.: 7,615 mg CO,, 1,730 mg H,0. 2,640 mg Sbst.: 0,440 cem N 
(23,5°, 738 mm). 

C,H,O;N;, (227,2). Ber. C 42,29, H 3,99, N 18,50. Gef. C 42,52, H 3,96, N 18,63. 

d,l-DNP-Alaninol: Das Alaninol® wird mit DNFB behandelt'®. Das rohe 
DNP-Alaninol wird im Hochvak. 4 Stdn. bei 100° gehalten, um iiberschiiss. DNFB 
abzutrennen. Umkristallisieren aus Toluol-Ligroin, Toluol und Methanol-Wasser 
ergibt gelbe Nadeln vom Schmp. 81,5°. 

4,937 mg Sbst.: 8,265 mg CO,, 2,000 mg H,O. 2,118 mg Sbst.: 0,320 ecem N 
(742 mm, 23°). 

C,H,,0;N; (241,20). Ber. C 44,81, H 4,59, N 17,4. Gef. C 45,68, H 4,53, N 17,2. 
_ 4l-DNP-Valinol: 10g Valin werden mit Chlorwasserstoff und absol. 
Athylalkohol verestert'!®~!’. Der freie Ester wird aus dem Hydrochlorid nach 
Hillmann'’* dargestellt, im Hochvak. destilliert und gleich mit Lithiumalu- 
miniumhydrid zum Alkohol reduziert*)!°. Das gelbliche Ol wird durch Vakuum- 
destillation (Sdp.,, 86—87°) gereinigt. Das rohe DNP-Derivat (Darstellung wie 
bei DNP-Aminoathanol) wird im Hochvak. destilliert und kristallisiert aus Benzol- 
Petrolather in Form gelber Prismen. Schmp. 73—74°. 

5,079 mg Sbst.: 9,175 mg CO,, 2,580 mg H,O. — 2,430 mg Sbst.: 0,347 ccm N 
(28°, 732 mm). 

C,,H,;05N; (269,11). Ber.C49,09, H5,62, N 15,62. Gef.C49,31, H5,68, N 15,60. 

1-DNP-Leucinol: Das Leucinol® wird mit DNFB behandelt!*. Das Glige, 
gelbe Reaktionsprodukt wird im Hochvak. destilliert, das Destillat in Tetrachlor- 
kohlenstofflésung an Aluminiumoxyd chromatographiert. Die ersten, mit Benzol 
bzw. Benzol-Chloroform eluierten Fraktionen, die nach dem Abdampfen des L6- 
sungsmittels viskose gelbe Ole darstellen, kristallisieren nach 40-tagigem Aufbe- 
wahren. Umlésen aus Benzol-Petrolather und aus Tetrachlorkohlenstoff liefert das 
1-DNP-Leucinol in Form gelber Nadeln. Schmp. 79—80°. 


13 Die mit dem Apparat nach Kofler bestimmten Schmelzpunkte sind mit dem 
Vermerk ,,(Kofler)‘‘ bezeichnet. Sonst sind die Schmelzpunkte im Réhrchen be- 
stimmt worden und unkorrigiert. 

14 L. Knorr, Ber. dtsch. chem. Ges. 30, 909 [1879]. 

15 wie beim Aminoathanol beschrieben. 

16 K. Fischer, Ber. dtsch. chem. Ges. 34, 433 [1901]. 

17 M. D. Slimmer, Ber. dtsch. chem. Ges. 35, 401 [1902]. 

18 G. Hillmann, Z. Naturforsch. 1, 682 [1946]. 
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3,136 mg Sbst.: 5,82 mg CO,, 1,76 mg H,O. — 3,716 mg Sbst.: 0,481 cem 
N (25°, 756,5 mm). 

C,»H,,0;N; (283,28). Ber. C 50,88, H6,05, N 14,84. Gef. C50,64, H6,28, N 14,76. 

dl-DNP-Phenylalaninol: Der nach Hillmann!’® dargestellte freie d,]- 
Phenylalanin-athylester wird mit Lithiumaluminiumhydrid zum d,]- 
Phenylalaninol reduziert®; dieser Alkohol wird mit DNFB behandelt’®. Das 
DNP- Phenylalaninol kristallisiert leicht aus Chloroform-Petrolather. Beim Um- 
kristallisieren aus Benzol-Petrolather werden flache, hexagonale gelbe Kristalle vom 
Schmp. 123—124° erhalten. 

4,766 mg Sbst.: 10,000 mg CO,, 2,060 mg H,O. — 2,450 mg Sbst.: 0,290 cem 
N (23,5°, 740 mm). 

C,;H,;0;N, (317,30). Ber. C57,78, H4,77, N 13,24. Gef. C57,25, H4,84, N 13,30. 

d,l-DNP-Serinol: Nach der Umsetzung des Serinols® mit DNFB! wird 
die gelbe Lésung mit Chloroform extrahiert. Das DN P- Derivat bildet aus Chloro- 
form oder Benzol gelbe Nadeln vom Schmp. 131,5—132,5°. 

5,335 mg Sbst.: 8,17 mg CO,, 2,07 mg H,O. — 3,724 mg Sbst.: 0,514 ccm N 
(20°, 753 mm). 

C,H,,0,N; (258,0). Ber. C 42,21, H 4,23, N 16,29. Gef. C 41,79, H 4,34, N 15,92. 

Mono- und Di-DNP-l-Tyrosinol: Der freie Tyrosin-athylester'® 
wird zum Alkohol reduziert und dieser iiber das Oxalat gereinigt®, 1°. Das Oxalat 
wird mittels Chlorcalciums in das Hydrochlorid tibergefiihrt, welches aus Athanol- 
Ather und Athanol-Aceton umkristallisiert wird. 0,099 g des reinen H ydrochlorids 
werden mit 2,5 cem einer 8,5-proz. Natriumhydrogencarbonatlésung und 0,0633 cem 
DNFB in 5ccem Aceton behandelt!®. Das dlige Reaktionsprodukt kristallisiert 
leicht aus Benzol-Ligroin (Sdp. 100— 120°) oder aus Chloroform-Petrolather. Durch 
mehrmaliges Umkristallisieren aus Methanol-Wasser werden aus dem Rohprodukt 
das mono- und di-substituierte DN P-Derivat erhalten. 

N-DNP-I-Tyrosinol: Lange orangegelbe Nadeln aus Wasser vom Schmp. 
154—155°. 

4,641 mg Sbst.: 9,23 mg CO,, 1,96 mg H,O. -- 4,700 mg Sbst.: 0,523 com N 
(25,5°, 755,5 mm). 

C,5H,;0,N; (333,29). Ber. C 54,05, H4,54, N 12,61. Gef. C54,27, H4,72, N 12,65. 

N, O-Di-DNP-l-Tyrosinol: Feine zitronengelbe Kristalle aus Methanol- 
Wasser vom Schmp. 169—169,5°. 

5,736 mg Sbst.: 10,67 mg CO,, 1,83 mg H,O. — 5,298 mg Sbst.: 0,639 com N 
(20°, 753 mm). 

C.,H,;0,9N; (499,4). Ber. C50,50, H 3,43, N 14,02. Gef.C 50,76, H3,57, N 13,91. 

dl-DNP-Tryptophanol: 5g d,l-Tryptophan werden wie iiblich'® 
mittels Chlorwasserstoffs verestert. Das Tryptophan-athylester-Hydro- 
chlorid wird durch mehrmaliges Umkristallisieren aus Methanol-Essigester ge- 
reinigt. Die feinen wei®en Blattchen (5,894 g = 93,0°,, d. Th.) schmelzen bei 212— 
215° (Kofler); sie sind leicht léslich in Methanol, schwer in Essigester. 

5,502 mg Sbst.: 0,493 cem N (26°, 750 mm). 

C,3H,,0.N.,Cl (268,74). Ber. N 10,43, Gef. N 10,08?°. 

Der aus 5,42 g Hydrochlorid nach Hillmann!® dargestellte freie Glige Ester 
(3,95 g = 85°, d. Th.) wird in iiblicher Weise mit LiAIH, zum Alkohol reduziert’. 
Dabei wird das rohe Try ptophanol als rétliches, zahesOl erhalten (2,28 g = 67,4", 
d. Th.). 205 mg des Produkts werden mit 1,5ccem 8,5-proz. Natriumhydrogencarbo- 
nat-Lisung versetzt und nach Zugabe von 0,1 com DNFB in 3 ccm Aceton 4 Stdn. 
kraftig geschiittelt. Die weitere Aufarbeitung erfolgt wie beim Aminoiathanol be- 
schrieben. Das rohe d,l-DNP-Tryptophanol wird durch Chromatographie an 


“19 FE. Abderhalden u. M. Kempe, diese Z. 52, 207 [1907]. 
20, P. Berg, W.C. Rose u.C.8.Marvel, J. biol. Chemistry 85, 207 [1929]. 
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Aluminiumoxyd gereinigt. Aus Benzol-Ligroin: rote Prismen, die bei 153—154° 
schmelzen. 

3,688 mg Sbst.: 7,76 mg CO,, 1,53 mg H,O. — 3,579 mg Sbst.: 0,494 com N 
(24°, 759,5 mm). 
C,7H,g0;N, (356,33). Ber. C57,30, H 4,53, N 15,73. Gef.C 57,42, H4,64, N 15,86. 





Papierchromatographische Trennung der DNP-Aminoalkohole 
Zur papierchromatographischen Trennung der DNP-Aminoalkohole wird die 
modifizierte Rundfilter-Technik nach Giri und Rao" angewandt. 

Fiir orientierende Vorversuche werden zwei gleich dicke, mit plange- 
schliffenen Randern versehene Petrischalen von 12 cm Durchmesser benutzt. Sic 
bilden ein geschlossenes GefaéB. Zwischen ihnen liegt ein viereckiges Stiick Whatman 
Nr. 1-Papier. Am Schnittpunkt der Papierdiagonalen schneidet man einen Schlitz 
von 2,5 mm Lange, durch den man einen ,, Doppeldocht‘‘ (2,5 50 mm) aus dem- 
selben Papier steckt. Die Lésung der zu analysierenden Stoffe (je 10 mg in 5 ccm) 
wird auf einzelne Punkte eines Kreises von 10 mm Durchmesser — um den Schlitz 
als Mittelpunkt?! — so aufgetragen, daB sich auf jedem Punkt etwa 15—20 y jedes 
einzelnen Stoffes befinden. Man bedient sich dazu einer feinen, selbst angefertigten 
und geschliffenen Kapillarpipette. Der Durchmesser des gebildeten Startfleckes soll 
méglichst kleiner sein als 2 mm. 

Die organische Phase des Lésungsmittelgemisches wird in die untere Schale 
gegossen. Man legt alsdann das Papier auf die untere Schale mit dem ,,Docht‘‘ nach 
oben, bedeckt sie mit der Oberschale und legt darauf noch ein Gewicht. Das Papier 
wird auf diese Art dem Lésungsmitteldampf ausgesetzt. Nach ungefaihr 30 Min. 
wird das Papier so rasch wie nur moglich umgedreht, so da8 der ,,Docht‘* geniigend 
von Fliissigkeit benetzt wird. Die Entwicklungsze:t betrigt bei den gewahlten 
Lésungsmittelgemischen ungefahr 1—2 Stunden. 

Die Herstellung der Loésungsmittelgemische geschah fiir die Orien- 
tierungsversuche in kleinen 50-cem-Schlifflaschen, welche mechanisch geschiittelt 
wurden. Die Phasen wurden voneinander mittels einer Spritze getrennt?2, Fiir ein 
kleines Chromatogramm brauchte man ungefahr 30 cem Lésungsmitiel. 

Das Gerat fiir groBe Chromatogramme besteht an Stelle der Petrischalen 
aus zwei gleichen Heizexsiccatorbéden von etwa 27 cm Durchmesser. Der ,,Docht‘‘ 
ist 4—5 mm breit, 80 mm lang, und der Startkreis hat einen Durchmesser von 
20 mm. Auf ihn kann man bis 10 Stoffe oder Stoffgemische auftragen. Die Vorteile 
sind ersichtlich. Man kann auch ein Stoffgemisch auf dem ,,Docht‘‘, 5 mm weit vom 
Schlitz, auftragen. In diesem Fall bekommt man geschlossene Ringe anstatt Bégen. 

Mit diesem Verfahren wurden befriedigende Chromatogramme erhalten. Von 
42 Lésungsmittelsystemen, die zur Trennung der synthetisierten DNP-Amino- 
alkohole ausprobiert wurden, war das geeignetste die organische Phase des Systems 
Isooctan-Isopropanol-Wasser (30 : 7,5 : 1,5). Damit lieBen sich 7 der 9 Derivate 
trennen. Es gelang jedoch mit keinem der Systeme, DNP-Phenylalaninol von DNP- 
Valinol zu trennen (Tafel). 

Fir die aufsteigende Chromatographie wurde das von Hellmann” 
beschriebene Gerat und dasselbe Lésungsmittelgemisch wie oben benutzt. 


Herrn Professor Dr. A. Butenandt danken wir fiir die wohlwollende Forde- 
rung und Unterstiitzung der vorliegenden Arbeit. 


Zusammenfassung 


Es wird die Darstellung und papierchromatographische Trennung 
von neun Dinitrophenyl-aminoalkoholen beschrieben, die sich von der 
l- und d,l-Form acht natiirlich vorkommender Aminosiauren ableiten. 


*1 Q. Liideritz u.O. Westphal, Z. Naturforsch. 7b, 136 [1952]. 
22 M. Beroza, Analytic. Chem. 28, 1055 [1952]. 
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Photometrische Untersuchungen des zeitlichen Extinktionsabfalles 
des Vitamin A-Metallhalogenid-Farbkomplexes 


Von 
K. H. Wagner, G. Linden und A. Stumpf 


Aus dem Institut fiir Ernihrungswissenschaft der Medizinischen Akademie 
der Justus Liebig-Hochschule GieBen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. November 1953) 


Herrn Professor Dr. Karl Thomas zum 70. Geburtstag gewidmet 


Zur Bestimmung von Vitamin A wird neben physikalischen und 
biologischen Methoden auch die Reaktion von Carr und Price! ge- 
braucht, bei der Antimontrichlorid verwendet wird. 

In jiingster Zeit haben Briiggemann? und Mitarbeiter diese Reak- 
tion zum Gegenstand umfangreicher Arbeiten gemacht, da die Carr- 
Price-Reaktion nicht mehr den heute gestellten Anforderungen geniigen 
soll. Als besonderer Nachteil wird ein schneller Zerfall des Farbkomplexes 
angefiihrt. AuBerdem haben Briiggemann und Mitarbeiter festgestellt, 
daB die Reaktion durch Stérsubstanzen beeinfluBt werden kann, so daB 
die bisher geiibte Technik der einmaligen Messung der Extinktion zu 
einem bestimmten Zeitpunkt nach dem Einlaufenlassen des Reagens 
in die zu bestimmende Probe, nicht mehr zu empfehlen sei, da je nach 
Gehalt an Stérsubstanzen Unterschiede der Extinktion gegeniiber der 
Eichlésung auftreten kénnen. 

Briiggemann und Mitarbeiter haben als Ersatz der Carr-Price-Reaktion eine 
von ihnen ausgearbeitete Methode vorgeschlagen, bei der als Reagens Antimon- 
pentachlorid oder Eisen(III)-chlorid Verwendung findet. Sie soll sich durch einen 
langsameren Zerfall des Farbkomplexes auszeichnen, so da8 der EinfluB der Stér- 
substanzen, d. h. der Substanzen, die die Dielektrizitatskonstante zu beeinflussen 
vermégen, verringert wird. Um diesen schlieBlich endgiiltig zu eliminieren, wird 
vorgeschlagen, nicht nur einen einzigen Me8punkt zu ermitteln, sondern fiir jede 
Vitamin A-Bestimmung eine MeBreihe durchzufiihren; anschlieBend soll mittels 
Kurvenlineals die gewonnene Kurve fiir die Zeit t) extrapoliert und damit die 
Extinktion Hy zu Beginn des Farbzerfalles ermittelt werden. Es wird angenommen, 
daB fiir gleiche Vitamin A-Konzentrationen auch bei verschieden schnellem Zerfall 
des Farbkomplexes zur Zeit t, der gleiche Ausgangswert HZ, vorhanden ist, so dab 
ein Vergleich dieser Extinktionswerte mit dem H, einer Standardkurve méglich ist. 

Da wir reichlich Gelegenheit hatten, vergleichende Vitamin A-Be- 
stimmungen zwischen physikalisch-chemischen Methoden (Carr-Price- 
Reaktion), spektrophotometrischer Messungen und dem biologischen 

1 FH. Carr u. K. A. Price, Biochem. J. 20, 497 [1926]. 


2 J. Briiggemann, W.Krauss u. J. Tiews, Z. analyt. Chem. 185, 242—250 
[1952]; Chem. Ber. 85, 315—324 [1952]; Z. analyt. Chem. 187, 421—433 [1953]. 
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Vitamin A-Test® durchzufiihren, und bei der einzeitigen Ablesungs- 
methode, d. h. Messung der Extinktion zu einem bestimmten Zeitpunkt 
nach Einbringen der Reaktionslésung bei chromatographierten Lé- 
sungen gut vergleichbare Werte erhalten hatten, schien es uns notwendig, 
die Carr-Price-Reaktion unter den Gesichtspunkten Briiggemanns zu 
untersuchen. 

Der Farbzerfall, den wir als Abnahme der Extinktionswerte photo- 
metrisch erfassen, ist zeitlich nicht konstant. Theoretisch ist deshalb aus 
den eingangs diskutierten Erwagungen heraus zu fordern, den Extink- 











100 200 300 400 500 


sec 


Abb. 1. Zeitlicher Extinktionsabfall der Carr-Price-Reaktion. 


Kurve I: 15 i. E. Vit. A/0,5 ml Lésung, H == acre % a=]. 
Kurve II: 10 i. E. Vit. A/0,5 ml Lésung, 2’ = a’. @’ = 1, 


tionswert zur Zeit t = 0, d. h. die Extinktion ZL, zu erfassen. Praktisch 
stehen dem jedoch meBtechnische Schwierigkeiten entgegen. Nach den 
Ausfiihrungen von Briiggemann ist, durch den schnellen Abfall der 
Extinktion bedingt, ein erheblicher Unterschied zwischen dem Ideal- 
wert Ey und dem ersten MeBpunkt HE; zu erwarten. Dieser Unterschied 
kann durch die oben erwahnten ,,St6rsubstanzen‘‘ noch wesentlich ver- 
groBert werden. 

Wir untersuchten deshalb die GréBe des Abfalls, der zwischen dem 
Wert £, und der photometrischen Ablesung £; besteht, um zu entschei- 
den, ob die bisher geiibte Technik der photometrischen Ausmessung von 
Farblosungen, namlich der Ermittlung des Extinktionswertes zu nur 
einem Zeitpunkt vertretbar ist. 

3K. H. Wagner, Biochem. Z. 296, 193—201 [1938]; Das Vorkommen von 


Vitamin A und #-Carotin bei Finn-, Blau- und Spermwal (Johann Ambrosius 
Barth, Leipzig 1939); Vorratspflege u. Lebensmittelforsch. 4, H. 1/2 [1941]. 
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Methode 


Zur Durchfiihrung der Messung ist cin Photometer mit elektrischer Anzeige - 
einrichtung zu verwenden, um subjektive Momente auszuschlieBen. Wir haben 
deshalb das Spektralphotometer M 4 Q mit Monochromator der Firma Carl Zeiss 
benutzt, mit dem sich bei Verwendung der Gliihlampe im sichtbaren Bereich des 
Spektrums Farblésungen sehr gut ausmessen lassen. 

Gearbeitet wurde bei Betriebsart A und Verstarkerstufe III. Zur Verhiitung 
von Streulichteffekten wurde Filter I vorgeschaltet. Die Messung erfolgte bei 
6100 A, die Kiivettenschichtdicke betrug 0,5 cm. 

Die Vitamin A enthaltenden Lésungen wurden in einem kleinen Reagenzglas 


mit dem SbCl,-Reagens (20° Antimontrichlorid, Lésungsmittel Chloroform) 
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Abb. 2. Logarithmische Darstellung der Extinktionswerte der in Abb. 1 darge- 
stellten Lésungen. Kurve I: log log EZ = log b—ct. Kurve IT: log log E’= log b’—c’t. 
Kurve III: log ZH =loga + b-e~“", Kurve IV: log E’= loga’+ b’e~“';a’=1. 


versetzt, geschiittelt und anschlieBend in die MeBkiivette gebracht. Damit wurde 
eine vollkommene Durchmischung der Reaktionslésung erreicht. Das Mischungs- 
verhiltnis zwischen vitamin-A-haltiger Lésung und dem SbCl,-Reagens war 
0,5 ml : 1,0 ml. Die Zeit wurde von der Zugabe des ersten Tropfens der SbCl,-Lésung 
an gemessen. Den ersten MeBpunkt haben wir in der 20. sec gewonnen und alle 
weiteren 10 sec fortlaufend eine Messung vorgenommen, bis zu 500 sec. Innerhalb 
dieser MeBzeit konnte der typische blaue Farbton der Carr-Price-Reaktion mit 
dem Extinktionsmaximum von 6100 A beobachtet werden. 


Auswertung der MeBergebnisse 


Die Darstellung der Extinktionswerte ergab Kurvenziige, die einen exponen- 
tiellen Verlauf des Extinktionsabfalles vermuten lieBen (Abb. 1). 

Briiggemann und Mitarbeiter haben, um den Extinktionswert fiir t) zu 
erhalten, diese Kurven mit einem besonderen Kurvenlineal graphisch extrapoliert. 
Wir haben durch zweifaches Logarithmieren die Kurven in dem Zeitintervall 
0—400 sec durch eine Gerade gut annahern kénnen (Abb. 2). Der Schnitt dieser 
Geraden mit der Ordinatenachse erlaubt es uns, den Wert der Extinktion fiir t) zu 
bestimmen. Gleichzeitig ist damit die Méglichkeit der funktionellen Darstellung 
der MeBergebnisse gegeben. 

13* 
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Die allgemeine Form der Funktion des von uns gemessenen Farbzerfalls 
ergibt sich demnach wie folgt: 


E= are! 


a, b, c = const, speziell a = 1. 


Die Konstante c ist als Anstieg der Geraden (tgo) unter Beriicksichtigung der 
mafstablichen Verhaltnisse der graphischen Darstellung zu entnehmen; die Kon- 
stante 6 wird als Logarithmus aus dem Schnitt der Geraden mit der Ordinaten- 
achse (Abb. 2) festgelegt. 

Wie die Abbildungen und die beigegebenen Tabellen zeigen, stimmen die 
gemessenen Extinktionswerte mit den durch die angegebene Naherungsformel 
errechneten Werten gut tiberein. Damit ist gleichzeitig gezeigt, daB die MeBwerte 
gut durch die Darstellung als Gerade in der doppelt logarithmischen Darstellung 
fiir ein bestimmtes Zeitintervall reprisentiert werden. 

Die Streuung der Extinktionswerte, die bei der Ausmessung von Vitamin A- 
Lésungen gleicher Konzentration beobachtet wird, haben wir durch die Wiedergabe 
zweier Kurven fiir 15 i. E. Vitamin A/0,5 ml Lésung (I und II) dargestellt. Beide 
Kurven stellen die Mittelwerte von je 5 MeBreihen dar. Ebenso sind alle iibrigen 
Kurven durch Mittelung von jeweils 5 MeBreihen gewonnen. 


Die Halbwertszeit 
Ein wichtiges Kennzeichen fiir den Ablauf einer ,,Zerfallsreaktion‘‘ ist die 
Angabe der Halbwertszeit, d. h. derjenigen Zeit, in der z. B. die Extinktion 
E, = 100° auf die Halfte H, = 50°, abgefallen ist. 
Bei unserer Darstellungsweise liBt sich die Halbwertszeit sowohl graphisch, 
als auch rechnerisch -bestimmen. Rechnerisch ergibt sich die Halbwertszeit nach 
folgender Umformung aus der angegebenen Naherungsformel: 


B=ae™™ a=1 fiir t =0 
E, = a-e? 
daraus folgt fiir t = r 
E, a . bee ct 
a. = 
nas log b—log (b—log 2) 
= e ; 
Ergebnisse 


In Abb. 1 sind die MeBergebnisse fiir die Ausmessung von Vitamin- 
A-Acetatlésungen 
0,5 ml Lésg. = 15i. E. Vitamin A 0,5 ml Lésg. = 10i. E. Vitamin A 
angegeben. 

Abb. 2 zeigt die gleichen MeBwerte in einfacher und doppelt loga- 
rithmischer Darstellung. In Tab. la sind die MeBwerte und die dazu 
gehérigen Logarithmen in Abstainden von 100 sec angegeben. Tab. 1 b 
zeigt die nach der oben angefiihrten Niaherungsformel errechneten 
Extinktionswerte; die gute Ubereinstimmung zwischen gemessenen und 
errechneten Werten ist zu ersehen. In Tab. 4 werden die Halbwerts- 
zeiten angegeben. Sie liegen unter den hier mitgeteilten Bedingungen 
zwischen 428 und 470 sec. Die von Briiggemann beobachteten Werte 
liegen dagegen bei 160 sec. Aus diesen Ergebnissen ist der langsame 
Abfall der SbCl,-VitaminA-Farbreaktion zu erkennen. 
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rfalls Tab. la. Ablesewerte der Carr-Price-Reaktion iiber einen Zeitraum yon 500 sec 
und doppelte Logarithmen dieser gemessenen Extinktionen. 


15 i. E. Vitamin A/0,5 ml Lésung 



























































d Zeit in sec 0” 20’ 100’” | 200” 300” 400’’ 500’ 
- der 
Kon- E; 0,66 | 0,631 | 0,536 | 0,45 | 0,39 | 0,346 | 0,319 
sten- log By 0,80 | 0,729 | 0,654 | 0,591 | 0,539 | 0,318 
iis log log E, 0,914 | 0,903 | 0,862 | 0,815 | 0,771 | 0,732 | 0,702 
eine .10 i, E Vitamin A/0,5 ml Lésung 
rerte 
nme Zeit in sec 0”’ 20” 100’ | 200’ 300’ | 400’ 500’’ 
n A. 
rabe BE; 0,452 | 0,432 | 0,354 | 0,300 | 0,262 | 0,238 | 0,208 
eide log E, 0,635 | 0,549 | 0,477 | 0,418 | 0,376 | 0,318 
igen log log E; 0,815 | 0,803 | 0,739 | 0,678 | 0,622 | 0,575 | 0,502 
Bei der Logarithmierung wurden Kennziffern nicht beriicksichtigt, da sie nur eine Parallelver- 
schiebung der logarithmischen Kurven bedeuten wiirden. An Stelle der Napierschen Logarithmen wurden 
der Einfachheit halber die Briggschen Logarithmen verwendet. 
die Tab. 1b. Vergleich zwischen berechneten und gemessenen Werten des Extinktions- 
— abfalles in einem Zeitraum iiber 500 sec. 
ch, 15 i. KE. Vit. A/0,5 ml Lésung log log H = log b—c+t 
ach 
Zeit in sec 20°’ 100’’ 200°’ 300’’ 400°’ 500” 
c = 0,00046 
log log E; 0,904 | 0,868 | 0,822 | 0,776 | 0,730 | 0,684 
OP ‘ 0,634 0,547 0,462 0,395 0,344 0,304 
¢ gemess. ” 
A% E, ber. 0,5 1,8 2,5 1,5 —0,5 4,5 
c = 0,0006 
log log E; 0,803 | 0,753 | 0,695 | 0,635 | 0,575 | 0,515 
E, » 0,432 0,371 0,314 0,270 0,238 0,213 
, Ey gemess. 
A% E, ber. 0 4,6 4,5 3 0 2,4 
n- 
1. Unterschied der Extinktionswerte zur Zeit ty und ty 
A bei Eichlésungen 
Bei den uns als Eichlésungen dienenden Vitamin A-Acetatlésungen 
a der Konzentrationen 15 und 10 i. E. Vitamin A/0,5 ml Lésg. ermittelten 
‘u wir fiir die Zeit t) Extinktionen von 0,66 bzw. 0,452. Fir die Zeit to 
b wurden Extinktionswerte von 0,632, bzw. 0,432 gemessen. In beiden 
n Fallen betragt die Differenz der Werte fiir ¢, und ft.) 4,49. Setzt man also 
d bei der einzeitigen Messung den fiir die Zeit t,) gemessenen Extinktions- 
3 wert mit dem ¢)-Wert der Eichlésung von 15 i. E./0,5 ml in Beziehung, 
n so erhaélt man einen um 4,4% zu kleinen Wert. Aus der Extinktion er- 
e rechnet sich demnach eineVitamin A-Konzentration von 14,34 i. E./0,5ml 
e Lésung. Im Falle der Lésung 10i. E./0,5 ml ergibt sich ein Wert von 
9,56 i. E. 
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2. Der EinfluB von Stérsubstanzen auf den Ablauf der 
Reaktion 

Das Hauptproblem war die Untersuchung der Beziehung zwischen 

Stérsubstanzen und der Abnahme der Extinktionswerte bei der Anti- 

montrichlorid-Reaktion. Der bei Anwesenheit von Stérsubstanzen be- 

obachtete rasche Zerfall des Farbklompexes ist einer der Hauptgriinde, 
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Abb. 3. Zeitlicher Extinktionsabfall bei Vitamin A-Lésungen (15 i. E. Vit. A/0,5 ml 
mit unterschiedlichem Dichloraéthylen(Dchl)-Zusatz. Kurve Z; ohne Dchl.; Kurve 
E,, mit 0,05 ml Dehl.; Kurve Z,;;: mit 0,10 ml Dehl.; Kurve £,,: mit 0,2 ml Dehl. 


die Briiggemann und Mitarbeiter gegen die Verwendung der Carr- 
Price-Reaktion anfiihren. 

Als Modell fiir einen solchen Extinktionsabfall mit Stérsubstanzen 
haben wir die von Briiggemann verwendete Methode der Zufiigung von 
Dichlorathylen in verschiedenen Konzentrationen zu der Vitamin A- 
Lésung verwendet. Auch wir konnten (Abb. 3 und 4) einen beschleunig- 
ten Extinktionsabfall beobachten. Der von Briiggemann vorgeschla- 
gene Weg der Extrapolierung der Extinktion fiir die Zeit ty ergab jedoch 
bei uns tiberraschenderweise bei der Untersuchung von Vitamin A-Lé- 
sungen gleicher Konzentration mit unterschiedlichen Zuséitzen von 
Dichlorathylenen nicht die von Briiggemann mitgeteilten Ergebnisse. 

Wie die Tab. 2 (a, b) zeigen, ergibt sich fiir die Werte von EZ, fiir die 
bei diesem Versuch verwendete Vitamin A-Lésung (15 i. E./0,5 ml Lé- 
sung II) eine Extinktion von 0,651; bei einem Zusatz von 0,05 ml Di- 
chlorathylen zur gleichen Vitamin A-Stammlésung eine Extinktion von 
0,603; bei einem Zusatz von 0,1 ml Dichlorathylen zur gleichen Vitamin- 
A-Standardlésung eine Extinktion von 0,579 und bei einem Zusatz von 
0,2 ml Dichloraéthylen eine Extinktion von 0,544. 
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Der prozentuale Unterschied der Extinktion bei unterschiedlichem 
Zusatz von Stérsubstanzen zur Vitamin A-Standardlosung zur Zeit ty 
gegeniiber der Extinktion der Standardlésung zur gleichen Zeit wird, wie 
die Tab. 5 zeigt, in dem hier mitgeteilten Falle in einer GroBenordnung 
von 7,5—11,6% festgestellt. Aus diesen Ergebnissen ist die deutliche 
Abnahme der Extinktionen der drei Lésungen bei Anwesenheit von 
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Abb. 4. Logarithmische Darstellung der Versuchsbedingungen aus Abb. 3. 


stérenden Substanzen, auch schon zur Zeit fg im Vergleich mit der 
Standardlésung zu ersehen. 


Tab. 2a. Der EinfluB der Stérsubstanzen auf den Zerfall der Carr-Price-Reaktion. 


























Zeit in sec | re | 1007 200’ | 300” | 400’’ | 500” 
Tab. |Eichlésung |E; 0,651 | 0,632 | 0,532 | 0,444 | 0,390 | 0,348 | 0,320 
2a, |15i.E. Vita-|log log E, | 0,910 | 0,903 | 0,861 | 0,812 | 0,771 | 0,734 | 0,702 

min A/0,5 
ml 
Tab. |Eichlésung |Z; 0,603 | 0,556 | 0,439 | 0,338 | 0,275 | 0,234 | 0,210 
2a, — ml |log log E, | 0,892 | 0,872 | 0,807 | 0,724 | 0,642 | 0,568 | 0,508 
C. 
Tab. | Eichlésung | E, 0,579 | 0,532 | 0,388 | 0,292 | 0,234 | 0,196 | 0,175 
2a3 rte ml |log log E; | 0,882 | 0,862 | 0,770 | 0,668 | 0,567 | 0,467 | 0,386 
Cc. 
Tab. |Eichlésung | EF, 0,544 | 0,468 | 0,299 | 0,208 | 0,160 | 0,136 | 0,122 
2a, ping ml |log log E, | 0,866 | 0,827 | 0,678 | 0,500 | 0,310 | 0,124 | 0,0934 
Cc. 


























Dehl = Dichlorithylen. 


Bei der Logarithmierung wurden Kennziffern nicht beriicksichtigt, da sie nur eine Parallelver- 
schiebung der logarithmischen Kurven bedeuten wiirden. Anstelle der Napier’schen Logarithmen wurden 
der Einfachheit halber die Brigg’schen Logarithmen verwendet. 
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Tab. 2b. Extinktionswerte nach der Forme! berechnet bei Zugabe 
von Stérsubstanzen (Carr-Price-Reaktion). 





Zeit in sec 20’ 100’’ 200’ 300°’ | 400’ | 500’ 














Tab. 2b, 15i.E.Vit.A/| c = 0,00042 
0,5 ml Lésg. 
log log E; 0,902 | 0,868 | 0,826 | 0,784 | 0,742 0,710 
E. 0,630 0,543 0,468 0,405 0,356 0,327 


t 
, E; gemess. " 
oO E, ber. 0,02 Ae | 5 3,8 2,3 3,2 
Tab. 2b, 15i.E. Vit.A/| c = 0,00082 
+0,05 ml Dchl 
log log E; 0,876 | 0,810 | 0,728 | 0,646 | 0,564 0,482 
E, 0,565 | 0,442 | 0,343 | 0,278 | 0,232 0,201 
, Ey gemess. bil 
A% B, ber. 1,6 0,5 1,6 1 1 4,6 
Tab. 2b, 15i.E. Vit.A | c = 0,00102 
+0,1 ml Dchl 


log log E; 0,862 | 0,780 | 0 

E; 0,532 | 0,400 | 0,29 
joy Ht gemess, 

A% EB, ber. 0 3 2 
Tab. 2b, 15i.E.Vit.A | c = 0,00184 
+0,2m1Dchl 
log log E, 0,829 | 0,682 | 0,498 | 0,314 | 0,130 
E; 0,472 | 0,304 | 0,206 | 0,161 | 0,136 
jo, Lt gemess. 

A 0B, cee. 0,5 1,6 1 0,5 0 
Dchl = Dichlorithylen. 























3. Handelsiibliche Priparate 


Die Schwierigkeit, in handelsiiblichen Priparaten Vitamin A zu 
bestimmen, ist fiir uns AnlaB zahlreicher Untersuchungen gewesen‘. Es 
muB8 darauf hingewiesen werden, daB die Anwesenheit von Stérsub- 
stanzen sowohl die quantitative Bestimmung von Vitamin A mit der 
Carr-Price-Reaktion, wie auch die spektrophotometrische Absorptions- 
messung erheblich stért. Wir beobachten bei Ausmessung von Vitamin A- 
Absorptionskurven im ultravioletten Licht bei ungereinigten Lésungen 
keine typische, fiir das Vitamin A charakteristische Absorptionskurve. 
In diesem Falle ist auch das Absorptionsmaximum bei 3260—3280 A 
nicht darstellbar. Die gleichen Bedingungen, wie sie fiir die Absorptions- 
messung giiltig sind, gelten auch fiir die Carr-Price-Reaktion. Abb. 5 
gibt die Ausmessung zweier handelsiiblicher VitaminA-Konzentrate, die 
unter Anwendung sogenannter Stabilisatoren hergestellt werden, im 
Vergleich zu einer Eichkurve wieder. Die Lésungen dieser Praparate 
sind nach der Verseifung vor der Bestimmung einer doppelten Chromato- 


‘ K. H. Wagner, Int. Z. Vitaminforsch. 32, Heft 3 [1950]; Milchwissenschaft 
8, 287—291, 291—-298 [1953]. 
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graphie unterzogen worden, um evtl. st6rende Substanzen zu eliminieren. 
Aus der Kurve £4, die ein amerikanisches, stabilisiertes Vitamin A-Kon- 
zentrat wiedergibt, ist der gleiche Extinktionsabfall zu erkennen, wie er 
sich fir eineVitamin A-Acetatlésung ergeben hat. Die Halbwertszeit liegt 
bei 473 sec. Ein weiteres Vitamin A-Konzentrat ,,R“‘ ergibt mit einer 
Halbwertszeit von 470 sec den gleichen Kurvenverlauf. Weiterhin wird 
der geringe Unterschied der Extinktionswerte fiir t) und t,) dieser chro- 
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Abb. 5. Zeitlicher Extinktionsabfall bei handelsiiblichen Praparaten im Vergleich 
zu einer Eichkurve und die entsprechende logarithmische Darstellung. H, : Amerik. 


Vit. A-Konzentrat; Hp: Vit. A-Konzentrat,,R“; H,: 15 i. E. Vit. A/0,5 ml Lésung. 


matographierten Lésungen deutlich. Die Werte fiir das amerikanische 
Vitamin A-Konzentrat sind: 
E,, = 0,774, ££, = 0,73. 
Die Differenz betrigt 5,6%. Fiir das Konzentrat ,,R“ sind die 
entspr. Werte 
0,669 und 0,64. 
Die Differenz betrigt 4,2% (Tab. 3 und 4). 


Diskussion 


Bei der Auswertung von Vitamin A-Praparaten mit Hilfe der Carr- 
Price-Reaktion wurde ein angenihert exponentieller Verlauf des zeit- 
lichen Extinktionsabfalles festgestellt. Der zeitliche Abfall der Extink- 
tionswerte erfolgte relativ langsam. Die Halbwertszeiten lagen bei den 
von uns als EKichlésung benutzten VitaminA-Acetatlésungen der Kon- 
zentrationen 15 und 10i. E. Vitamin A/0,5 ml Lésung bei 430 sec. Be- 
merkenswert ist der geringe Unterschied zwischen den Extinktions- 
werten fiir die Zeiten f, und t,, bei von kristallinem Material ausgehenden 
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Tab. 3. 
Extinktionen und entsprechende Logarithmen ,,Handelsiiblicher Praparate“. 















































Zeit in sec | 0’’ | 20’ | 100’ | 200’’} 300’’ | 400’ | 500’ 
Tab. 3a, E, 0,669 | 0,64 | 0,538 | 0,454 | 0,398 | 0,353 | 0,325 
Konzentrat ,,R‘ | log log E, | 0,916 | 0,907 | 0,864 | 0,817 | 0,778 | 0,7399] 0,709 
Tab. 3a, E, 0,774 | 0,73 | 0,63 | 0,53 | 0,464 | 0,412 | 0,365 
Konzentrat ,,A‘‘ | log log E; | 0,948 | 0,936 | 0,902 | 0,859 | 0,824 | 0,790 | 0,750 
Zeit in sec BO” | 100’ | 200’ | 300’ | 400” | 500’ 
Tab. 3b, c= 0,00041 
Konzentrat ,,R‘‘ log log E, 0,908 | 0,875 | 0,839 | 0,828 | 0,793 | 0,711 
E; 0,646 | 0,562 | 0,482 | 0,418 | 0,366 | 0,326 
A, E;gemess. p . 2 = 
B, ber. 1 3,8 5,6 |5 3,3 0,5 
Tab. 3b, c = 0,0004 
log log E, 0,94 | 0,908 | 0,868 | 0,828 | 0,788 | 0,748 
E; 0,739 | 0,645 | 0,547 | 0,473 | 0,412 | 0,362 
A%, Ey gemess. \ ‘ 
E, ber. 1 2,3 3 2,1 0 1 
Tab. 4. 


Halbswertszeiten der Carr-Price Reaktion mit und ohne Stérsubstanzen. 
15 I. E. Vitamin A 





15i.E.|10i.E.| 15i.E. |+ 0,05 ml|+ 0,1 ml] + 0,2 ml] Konzen-|Konzen- 
Vit. A | Vit. A | Vit. A(II) Dehl Dehl Dehli |trat,,A‘‘|trat ,,R“ 





Halbwertszeit (7') | 433’’ | 448’ | 470’ 257°’ | 214’ | 124”’ | 447”’ | 488” 
errechnet 
Halbwertszeit (7') | 428’’ | 432’’ | 457’ 250°’ | 200’ | 120’ | 473”’ | 470” 
graphisch 
A °%, gemess. 1 3,8 Ae | 2,6 6,4 $2 5,6 21 

ber. 





























Vitamin A-Lésungen. Der Extinktionsabfall in diesem Zeitraum ist so 
gering, daB er im Rahmen der routinemabigen Bestimmung vernach- 
lassigt werden kann. 

Die Ausmessung von Vitamin A-Lésungen gleicher Konzentration 
mit unterschiedlichem Gehalt an Stérsubstanzen — in unserem Modell- 
versuch diente Dichlorithylen in Zusatzkonzentrationen von 0,05, 0,1 
und 0,2 ml zu 0,5 ml Vitamin A-Lésung als Stdérsubstanz — konnte die 
von Briiggemann gemachte Beobachtung, fiir t, bestehe der gleiche 
Extinktionswert ZH, wie bei der Standardlésung, nicht bestatigen. In 
unseren Versuchen waren die Differenzen innerhalb der einzelnen Ey- 
Werte gleicher Vitamin A-Konzentrationen mit unterschiedlichem Zusatz 
an Stérsubstanzen im Vergleich zum Extinktionswert der Standard- 
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Tab. 5. Depression der Extinktion ZH, zur Zeit t). Lésungen gleicher Vitamin A — 
Konzentration mit unterschiedlichem Gehalt an Dichlorathylen. 


Ey A% 
15 i. E. Vit. A/0,5 ml Lésg. 0,651 


7,5 
15 i. E. + 0,05 ml Dehl a ll 16.6 


15 i. E. + 0,1 ml Dchl 0,579 
15 i. E. + 0,2 ml Dehl 0,544 


Tab. 6. Abfall der Extinktion zwischen ft) und fy) in %. 











15 i. E. Vit. A/O,5 ml Losg.. . 2... . 0,66 0,631 4,4 
10 i. E. Vit. A,0,5 ml Lésg.. .. ... 0,452 0,432 4,4 
15i.E. Vit.A4+0,05 Dechl. ..... 0,603 0,556 7,6 
15 i.E. Vit.A+0,1 Dchl ...... 0,579 0,532 8,1 
15 i.E. Vit. A+ 0,2 Deh] ...... 0,544 0,468 13,7 
15 i. E. Vit. A/O,5 ml Loésg. (II)... . 0,651 0,632 3,2 
Vit. A-Konzentrat ,R‘“‘. ....... 0,669 0,64 4,2 
Vit. A-Konzentrat ,A‘. ....... 0,774 0,73 5,6 











losung gréBer, als die Unterschiede der Extinktionen Ey und Ey, bei 
Standardlésungen oder gereinigten, d. h. chromatographierten, handels- 
iiblichen Praparaten (s. Tab. 6). Es soll aber nicht unerwahnt bleiben, 
daB nicht nur die Extinktionswerte Z) der Losungen mit Storsubstanzen 
erhebliche Unterschiede gegeniiber der Standardkurve aufweisen, sondern 
daB auch in den entsprechenden Versuchsreihen die Werte zwischen Ey 
und E£,, eine wesentliche Differenz besitzen. 

So ist z. B. der Extinktionsabfall bei einem Zusatz von 0,05 ml Dichlor- 
athylen zwischen Hy und EF, 7,6°,; bei 0,1 ml Zusatz 8,1°, und bei 0,2 ml Zusatz 
13,7°%. In Tab. 6 werden die Werte zusammengefaBt dargestellt. 

Aus diesen Ergebnissen schlieBen wir, daB es nicht méglich ist, die 
Carr-Price-Reaktion bei nichtchromatographierten Lésungen, wie am 
Modellversuch mit Dichlorithylen gezeigt wurde, anzuwenden. Der 
Fehler bei der einmaligen photometrischen Bestimmung bei chromato- 
graphierten Lésungen dagegen liegt in einer solchen Breite, daB er ver- 
nachlassigt werden kann, und daB deshalb die Carr-Price-Reaktion 
weiterhin zur Bestimmung vitamin- A-haltiger Lésungen unter Einhaltung 
gewisser VorsichtsmaBnahmen herangezogen werden kann. 

Dem Vorschlag P. B. Miiller’s®, die Extinktion erst 60sec nach 
Reaktionsbeginn abzulesen, konnten wir jedoch nicht beitreten, da uns 
dieser Zeitraum zu lang erschien, und wir zum anderen bei Verwendung 
des Pulfrich-Photometers in der Lage sind, mit der Ablesung praktisch 
unbegrenzt nahe an den Zeitpunkt der Farbbildung heranzuriicken. 
Dies ist méglich, da der Auslauf von 1 ml chloroformischer SbCl,-Lésung 


5 P B. Miller, Mitt. Gebiete Lebensmittelunters. Hyg. [Bern] XL, 359—375 
{1949}. 
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aus der Pipette nicht mehr als 2 sec benétigt. Der Untersucher ist dunkel- 
adaptiert, durch eine zweite Hilfsperson kann in die dieVitamin A-Lésung 
enthaltende Kiivette das SbCl,-Reagens gegeben werden. 


Zusammenfassung 


1. Bei der Carr-Price-Reaktion (Antimontrichlorid + Vitamin A- 
Lésung) wurde ein relativ langsamer Zerfall des Farbkomplexes beob- 
achtet. Innerhalb der MeBzeit von 0—500 sec lag das Extinktions- 
maximum bei 6100 A. 

2. Durch Anwendung iterierter Logarithmierung konnte die Extink- 
tion Hy bestimmt werden. Der Extinktionsabfall zwischen Ht) und Et,, 
war bei Standard- und chromatographierten Lésungen handelsiiblicher 
Priparate gering. 

3. Bei Zugabe von Stérsubstanzen ist eine Depression der Extink- 
tionswerte zur Zeit t = 0 im Vergleich zur Standardlésung festzustellen. 
Die Annahme, Lésungen gleicher Konzentration hatten auch bei unter- 
schiedlichem Abfall (Zusatz von Stérsubstanzen) den gleichen E5-Wert 
wie die Standardlésung, konnte nicht bestitigt werden. 


Uber Umwandlungen des Neurins 
Von 
Helmut Niemer und Anton Kohler 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Miinchen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Dezember 1953) 


Im Rahmen unserer Arbeiten iiber acetylcholinihnliche Verbin- 
dungen! erhielten wir bisweilen neben dem normalen Neurinperchlorat 
vom Zersp. 298° ein solches vom Zersp. 317°. Analysiert man dieses 
Produkt, so findet man stets auf Neurinperchlorat stimmende Werte. 
Die Umwandlung von Neurin in das héher schmelzende Produkt tritt 
manchmal spontan ein, mit Sicherheit aber beim Erhitzen von Neurin- 
lésungen mit starken Saéuren (H,SO,, HCIO,). 

Der neue Stoff unterscheidet sich durch seine Léslichkeit und sein 
Reaktionsvermégen wesentlich vom Neurinperchlorat. Wahrend bei der 
Einwirkung von Brom-Kisessig auf Neurin sofort das entsprechende 
Dibrom-neurin? entsteht, 1a8t sich das héher schmelzende Perchlorat 
schwieriger bromieren und nimmt dabei nur 1 Atom Brom je Neurin- 
molekil auf. 


1 H. Niemeru. A.v.Schlichtegroll, diese Z.288, 47 [1951]; 288, 129 [1951]. 
2 J. Bode, Liebigs Ann. Chem. 267, 278 [1892]. 
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Dieser Befund ist nur so zu deuten, daB eine Dimerisierung des 
Neurins zu einem diquartiéren Ammoniumsalz mit nur einer Doppel- 
bindung, dem ,,Dineurin“ stattgefunden hat. Von den verschiedenen 
moglichen isomeren Strukturanordnungen seien folgende vier (I—IV) 
angefiihrt: 

(CH,);N® - CH,-CH:C-N® (CH;)3  (CH;)s;N® - CH, - C: CH - N® (CHy)s 


l | 
CH, CH, 


if II 
(CH,),N® - C:C - N@(CHs)s (CH,),N® - CH, -CH:CH - CH, - N®(CH,); 


Yt 
H,C CH, 


III IV 


(CH,),N® - CH, « ie - CH - CH, -N®(CHy)s 
| 
R R 
V: R=Br; VI: R= OCOCH,; VII: R = OH. 


Wir haben Verbindung IV aus 1.4-Dichlor-buten-(2) und Trimethyl- 
amin hergestellt. Das entstandene Buten-(2)-1.4-bis-trimethylammonium- 
hydroxyd (IV) wurde bereits beschrieben*. Das von uns hergestellte 
Perchlorat der Verbindung IV vom Schmp. 353° unterscheidet sich von 
dem oben erwihnten Dineurinperchlorat durch Schmelzpunkt, Léslich- 
keit und besonders durch sein Additionsvermégen. Erst nach tagelangem 
Kochen erhalt man das entsprechende Bromadditionsprodukt V vom 
Schmp. 252° als Perchlorat. Durch Umsetzung mit Silberacetat haben 
wir daraus das Diacetat VI erhalten sowie mit Silberoxyd das Glykol 
VII, das auch durch Oxydation mit Kaliumpermanganat aus Verbindung 
IV erhaltlich ist, Verbindungen, iiber die wir in einer spiteren Arbeit 
ausfiihrlich berichten werden. 

Es blieben also nur die drei anderen Strukturisomeren iibrig, die 
unter Kettenverkiirzung entstanden waren. Eine solche Kettenver- 
kiirzung unter Ausbildung von Methylseitenketten ist bei Athylen- 
polymerisationen bekannt und wurde auch bei Acetylenderivaten fest- 
gestellt*. Die Bestimmung der Methylgruppen durch Chromsaure- 
oxydation ergab je Mol. Dineurin 1 Mol. Essigsiure, was auf das Vor- 
handensein nur einer aliphatisch gebundenen Methylgruppe schlieBen 
1aBt. Formel III scheidet somit aus, da sie zwei Methylgruppen je 
Molekil besitzt. 

Die Unterscheidung zwischen den FormelnI und II muB einer 
spiteren Arbeit vorbehalten bleiben. Auf jeden Fall handelt es sich um 
Iso-buten-Substitutionsprodukte. 


3 R. Willstatter u. T.Wirth, Ber. dtsch. chem. Ges. 46, 538 [1913]; 
J. v. Braun u. G. Lemke, Ber. dtsch. chem. Ges. 55, 3546 [1922]. 

4 W. Reppe, Neue Entwicklungen auf dem Gebiet der Chemie des Acetylens 
und Kohlenoxyds. Berlin 1949, Seite 21f. 





























































206 Helmut Niemer und Anton Kohler, Bd. 296 (1954) 


Beschreibung der Versuche 





1. Umwandlung von Neurin in Dineurin: Zu einer Lésung von 0,5 g 
Neurinbromid, [(CH,),N -CH:CH,]Br, in 6ml Essigsiureanhydrid gibt man 
tropfenweise etwa 1 ml 80-proz. Perchlorsiure und erwirmt kurz. Es findet eine 
lebhafte Reaktion statt, die Lésung farbt sich dunkelrot bis braun und kommt zum 
Sieden. Nach dem Erkalten scheidet sich das schén kristallisierte Dineurin-per- 
chlorat vom Zersp. 317° aus. Umkristallisiert wird aus Essigsiure, Essigsiure- 
anhydrid oder auch Alkohol, in dem es sehr schwer ldslich ist. 

48,2, 23,0 mg Sbst.: 36,1, 17,2 mg KCIO,. — 103,5 mg Sbst.: 2,5 ml 0,1-n. NaOH 
(Methylgruppenbestimmung’). 
CyoH24N.(C10,), (371,2) Ber. ClO, 53,6 CH; 4,0 Gef. ClO, 53,76 53,68 CH, 3,63 


70,4 mg Sbst. in 15 ml Wasser: Gefrierp. -Erniedr. 0,073°. Gef. Mol.-Gew. 359,1°. en 
Vergl. Neurin: C;H,,N(C1O,) (185,6) Ber. ClO, 53,6 CH, 0,0 sii 

2. Bromierung des obigen Produktes: 0,5g des Dineurin-perchlo- 
rates werden in 25 ml Essigsaure gelést und mit einem groBen_ Bromiiberschu8 m 
4 Stdn. am RiickfluBkihler gekocht. Nach dem Erkalten wird mit Ather gefallt und L 
das Rohprodukt mehrere Male aus Essigsiure umkristallisiert. Schmp. 180°. v 
32,7, 19,55 mg Sbst.: 13,7, 10,2 mg KC]O,. — 68,4mg Sbst.: 20,8 mg Br, ~ 2,6 ml n 
0,1-n.Na,8,03. d 
} 
C,gH,,NoBr,(Cl0,), (531,0) Ber. C10, 37,45 Br 30,1 Gef. C10, 37,85 Br 30,38 : 

Vergl. Dibromneurin: C;H,.NBr,(ClO,) (345,4) Ber. ClO, 28,05 Br 46,3 

3. Buten-(2)-1.4-bis-trimethylammoniumchlorid(IV): Ineinesiedende 
Lésung von 1.4-Dichlor-buten-(2) in'absol. Alkohol leitet man im Laufe von 5 1 
Stdn. die aquivalente Menge trockenes Trimethylamin ein und ]aBt tiber Nacht , 


stehen, wobei sich ein dicker Niederschlag von Buten-(2)-1.4-bis-trimethylam- 
moniumchlorid abscheidet, der aus verd. Alkohol umkristallisiert wird. Das 
Chlorid ist ziemlich schwer loslich in Alkohol, fast unléslich in Aceton, Essigsaure, 
unléslich in anderen organischen Lésungsmitteln wie Ather, Chloroform, Essigester. : 
Schmp. 286-2879. Schmp. des Perchlorates 353°. : 
29,4 mg Sbst.: 22,0 mg KCIO,. 

CioH24N2(C1O,). (371,2) Ber. ClO, 53,6 Gef. 53,7 


4, 2.3-Dibrom-butan-1.4-bis-trimethylammoniumperchlorat(V): 5g 
Buten-(2)-1.4-bis-trimethylammoniumchlorid (IV), in Eisessig gelést, 
werden mit einem groBen Uberschu8 an Brom versetzt und drei Tage 
gekocht. Beim Erkalten kristallisiert das rote Perbromid des 2.3-Dibrom- 
butan-1.4-bis-trimethylammoniums aus, das abfiltriert und durch mehr- 
maliges Abdampfen mit Alkohol von anhaftendem Brom befreit und weiB wird. 
Umkristallisiert wird aus Eisessig oder verd. Alkohol. Man erhalt so das Dibrom- 
chlorid, das aber mit Dibrom-bromid verunreinigt ist. Man stellt sich davon das 
Perchlorat her, das bei 252° schmilzt, wihrend das analoge Pikrat bei 219° 
schmilzt. 

33,5 mg Sbst.: 17,2 mg KCIO,. 
C,9H4N.Br,(Cl0,), (531,0) Ber. ClO, 37,45 Gef. ClO, 36,9 


5. 2.3-Dioxy-butan-1.4-bis-trimethylammoniumchlorid (VII): Man 
versetzt eine waBr. Lésung von 10g Buten-(2)-1.4-bis-trimethylammo- 
niumchlorid bei 0° unter Riihren mit 1l-proz. Permanganatlésung im 
Uberschu8. Nachdem vom Mangandioxydhydrat abfiltriert ist, wird die 
Lésung mit Salzsiure schwach angesiuert und im Vak. zur Trockene verdampft. 


5 Methylgruppenbestimmung nach P. Karrer, A. Helfenstein, H. Wehrli 
u. A. Wettstein, Helv. chim. Acta 18, 1084 [1930]. 
6 Annahme vollstandiger Dissoziation in 3 Ionen. 
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Zur Trennung vom Kaliumchlorid nimmt man den Riickstand mehrmals in absol. 
Alkohol auf und fallt zum Schlu8 mit Ather. Zur Reinigung kristallisiert man aus 
Alkohol um. Das Chlorid ist léslich in Aceton, Alkohol, leicht léslich in Wasser, 
unloslich in Ather und Chloroform; Zersp. 216°. Das Perchlorat wird in iiblicher 
Weise hergestellt; Schmp. 284°. 

39.9 mg Sbst.: 2,85 ml 0,1-n. AgNOs, entspr. 10,36 mg Cl. 

Ci 9H.g0,N.CI, (277,2) Ber. Cl 25,55 Gef. Cl 25,39 
20.5 mg Sbst.: 14,0 mg KCIO,. 
C9 H2502N2(C1O,). (405,2) Ber. ClO, 49,32 Gef. ClO, 49,03 


6. 2.3-Diacetyl-butan1.4-bis-trimethylammoniumchlorid (VI): 

a) Man kocht das Chlorid der Verb.VII langere Zeit mit Acetylchlorid 
am RiickfluBkiihler oder behandelt es mit Essigsiureanhydrid und Uberchlor- 
siure. Im letzteren Fall erhalt man das Perchlorat. Umkristallisiert wird aus Essig- 
siure oder Essigsaureanhydrid. 

b) Man erhilt dasselbe Diacetylprodukt, wenn man das Chlorid der Verb. V 
mit tiberschiiss. Silberacetat in schwach essigsaurer Lésung drei Tage unter 
Lichtausschlu8 kocht. Danach wird das iiberschiissige Silbersalz durch Zugabe 
von Salzsiure gefallt, die Lésung im Vak. zur Trockene eingedampft und mehr- 
mals aus Essigsiureanhydrid umkristallisiert. Dadurch wird auch etwas entstan- 
denes Dioxyprodukt wieder ins Diacetat iibergefiihrt. Das Diacetat-perchlorat 
erhalt man durch Zugabe von Perchlorsiure. Schmp. 262—263°. 


25,3, 18,9 mg Sbst.: 14,3, 10,8 mg KCIO,. 
C,4H 3 90,N2(C10,), (489,3) Ber. ClO, 40,65 Gef. ClO, 40,57, 41,01 
7. Vergleich der Léslichkeiten der Perchlorate des Neurins, des 


Buten-(2)-1.4-bis-trimethylammoniumhydroxyds (IV) und des Dineu- 
rins in Wasser bei 0° und in absol. Athanol bei 20°. 

















Perchlorat von Neurin Verbindung IV ,»Dineurin‘‘ 
mg in3 ml 94,65 8,4 90,6 
Wasser 
mg in 3 ml 19,35 0,0 55,8 
Athanol 
Loslichkeit 3,106-10-2 0,279-10-?2 2,975-10-2 
in Wasser 
(g/100 g Lsg.) 
Léslichkeit 
in Athanol 0,811-10-2 0 2,289-10-2 
(g/100 g Lsg.) 
Zusammenfassung 


Es wird ein Dimerisationsprodukt des Neurins beschrieben und 
seine Konstitution diskutiert. Ferner wird tiber einige neue diquartire 
Ammoniumsalze berichtet. 














208 W. GraBmann, H.Hérmannu.H.Endres, Bd. 296 (1954) 


Saulenchromatographische Trennung 
von Dinitrophenyl-aminoalkoholen zum Zwecke der Bestimmung 
carboxylendstandiger Aminoséuren in Peptiden und Proteinen 


Von 
W. Gra8mann, H. Hiérmann und H. Endres 
Aus der Forschungsstelle fiir Eiwei8 und Leder der Max-Planck-Gesellschaft, Regensburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Dezember 1953) 


In einer jiingst erschienenen Mitteilung! haben wir iiber eine Ver- 
besserung der erstmals von Fromageot und Mitarbeitern? angege- 
benen Methode zur Bestimmung der carboxylendstindigen Aminosiéuren 
in Peptiden und Proteinen berichtet. 


Die freien Carboxylgruppen werden zuerst verestert und anschlieBend mit 
Lithium-borhydrid zu primaren Carbinolgruppen reduziert. Sodann hydrolysiert 
man das erhaltene Produkt mit Saiure, wobei die urspriingliche Carboxylendgruppe 
als Aminoalkohol neben den iibrigen Aminosiuren auftritt. Man behandelt das 
gesamte Hydrolysat mit Dinitrofluorbenzol (DNFB) und erhalt dabei Dinitro- 
phenyl-(DNP)-aminosiéuren und DNP-Aminoalkohole; den Uberschu8 an DNFB 
entfernt man mit Hilfe einer nachtraglich zugesetzten Aminosaure oder p-Oxy- 
benzoesiure*. Die DNP-Aminoalkohole lassen sich nun aus der hydrogencarbonat- 
alkalischen Lésung quantitativ mit Ather ausschiitteln, wihrend die DNP-Amino- 
siuren infolge ihrer geladenen Carboxylgruppe in der wiBrigen Phase verbleiben. 


Bisher wurde nur eine papierchromatographische Trennung und 
Identifizierung der DNP-Aminoalkohole von uns! beschrieben. Wir 
haben in Anlehnung an eine Arbeit von Green und Kay’, in der 
die Trennung von 16 DNP-Aminosiuren an _ Kieselsiure-Celite 
bekanntgegeben wurde, die Saiulenchromatographie von DNP-Amino- 
alkoholen ausgearbeitet. Als Lésungsmittel dienten Gemische aus 
Ligroin, Eisessig und Essigester bzw. Aceton in verschiedenen Verhiilt- 
nissen. Dieses System, das bereits mehrfache Verwendung gefunden hat’, 
zeigte auch fiir unsere Zwecke sehr gute Trenneigenschaften (vergl. Abb. 1 
und 2). Samtliche Gemische sind einphasig. Jedoch hat Kieselsdiure eine 
sehr hohe Affinitat zu Eisessig, so da8 wohl eine Anreicherung desselben 
an der Oberflaiche des Adsorbens eintritt. Das Verfahren bekommt auf 
diese Weise, was fiir ahnlich gelagerte Fille bereits ausfiihrlich diskutiert 


1 W. GraBmann, H. Hérmann u. H. Endres, Chem. Ber. 86, 1477 [1953]. 

2 C. Fromageot, M. Jutisz, D. Meyeru. L. Penasse, Biochim. biophysica 
Acta 6, 283 [1950]. 

3 »-Oxybenzoesaure bildet ein farbloses DNP-Derivat, das bei einer even- 
tuellen chromatographischen Identifizierung der in der waiBrigen Phase verblei- 
benden Aminosauren nicht stort. 

4 F.C. Green u. L. M. Kay, Analytic. Chem. 24, 726 [1952]. 

5 F.C. Green u. W. A. Schroeder, J. Amer. chem. Soc. 78, 1385 [1951]; 
W.A.Schroeder, J. Amer. chem. Soc. 74, 5118 [1952]; W. A. Schroeder, 
L. R. Honnen u. F.C. Green, Proc. nat. Acad. Sci. USA 39, 23 [1953]; W. A. 
Schroeder u. L.R. Honnen, J. Amer. chem. Soc. 75, 4615 [1953]. 
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Abb. 2, Saulenchromatographische Trennung von DNP-Aminoalkoholen. 
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wurde®, eher den Charakter einer Verteilungschromatographie als den 
einer Adsorptionschromatographie, wie dies Green und Kay‘ ver. 
muten. Dementsprechend zeigen die einzelnen Verbindungen nur sehr 
geringe Adsorptionseffekte, die sich in der Ausbildung einer ,,Schleppe“ 
bemerkbar machen wiirden, und wandern in engen Banden, ohne sich 
auch bei langeren Wanderungszeiten stérend zu verbreitern. 


Die von uns, zum Teil in Anlehnung an Green und Kay einge-. 
haltene Arbeitsweise ist die folgende: 


Vor Beginn einer chromatographischen Trennung wird zuerst das Adsorbens 
eingeschlammt, durch Waschen mit geeigneten Fliissigkeitsgemischen von Wasser 
und anderen stérenden Verunreinigungen befreit und mit dem zur Trennung vor- 
gesehenen Lésungsmittel ins Gleichgewicht gesetzt. Dazu verfahrt man am besten 
folgendermaBen: 

Silicagel (BASF fiir Saulenchromatographie) und Celite 545 (Johns-Manville 
Corp. Ltd., London SW 1) werden im Verhiltnis 4:1 gemischt und in absol. Ather 
aufgeschlammt. Das Gemisch wird portionsweise in eine Chromatographiesiule 
von 9mm Durchmesser, die an ihrem unteren Ende mit einem Wattebausch ver- 
schlossen ist, eingegossen, so daB das Fiillmittel jeweils 2 cm hoch steht. Man laft 
etwas absitzen und driickt den Ather mit Hilfe von PreBluft durch die Fillung, 
wobei sich diese weiter zusammensetzt, achtet jedoch darauf, da8 immer noch 
etwas Ather dariibersteht. Sodann kann man eine neue Portion einschlammen, 
was so oft wiederholt wird, bis die Packung eine Héhe von etwa 200 mm erreicht 
hat. AnschlieBend 148t man noch etwa 10 ccm absol. Ather durch die Saule laufen 
und wascht mit 10 ccm einer Mischung von Aceton-Ather (1:1, wasserfrei) und 
dann mit 10 ccm Ligroin nach. Endlich setzt man die Saule mit dem zu verwen- 
denden Lésungsmittel ins Gleichgewicht, indem man etwa 30 ccm davon durch- 
strémen 1aBt. 

Dann bringt man das zu trennende Substanzgemisch, in 1—3 ccm Essigester 
gelést, mit Hilfe einer Pipette vorsichtig auf die Siule auf. Ist dieses aufgesaugt, 
so fiillt man vorsichtig das zur Trennung vorgesehene Lésungsmittel bis zu einer 
solchen Héhe nach, daB es mit einer Geschwindigkeit von etwa 10—14 ccm pro 
Stunde durch die Saule lauft. Das austropfende Eluat wird mit Hilfe eines auto- 
matischen Fraktionsteilers’ aufgefangen. Die einzelnen Fraktionen kénnen sodann 
kolorimetrisch bei 366 mu ausgemessen werden. 

Die zur Verwendung gelangenden Lésungsmittel miissen peinlich getrocknet 
sein, da Spuren von Wasser sofort an der Packung adsorbiert werden und sich auf 
die Trennung sehr nachtraglich auswirken. Die verwendeten Entwicklungsgemische 
zeigt Tab. 1. 


Im chromatographischen Verhalten ihneln die DNP-Aminoalkohole 
den DNP-Aminosiauren. Sie kénnen mit aihnlichen Lésungsmitteln wie 
letztere an der Saule entwickelt werden und treten dann in gleicher 
Reihenfolge am unteren Ende aus (Tab. 2). Ihre Wanderungsgeschwindig- 
keiten sind etwas geringer als die der DNP-Aminosiuren; dafiir ist der 
erzielbare Trenneffekt wesentlich giinstiger. 


6 F. Cramer, Papierchromatographie 1. Auf]. S.17. Vgl. auch R. Consden, 
A. H. Gordon u. A. J. P. Martin, Biochem. J.38, 224 [1944]; H. R. Bentley 
u. J. K. Whitehead, Biochem. J. 46, 341 [1950]; Nature [London] 164, 182 
[1949]; P. Decker u. W. Riffart, Chemiker-Ztg. 74, 261 [1950]; A. E. Bender, 
Biochem. J. 48, XV [1951]; J. P. Hummel u. 0. Lindberg, J. biol. Chemistry 
180, 1 [1949]; A. Patton u. E. Foreman, Science [New York] 109, 339 [1949]; 
R. 8. Asquith, Nature [London] 168, 738 [1951]. 

7 W. GraBmann u. G. Deffner, Chemiker-Ztg. 76, 623 [1952]. 
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Tab. 1. Verwendete Entwicklungsgemische in com. 








Ligroin Teer Essigsaure- 

(Sdp. 80 --90°) Hiseasig Aceton athylester 
I 94 4 2 - 
II 85 3 _ 12 
Iil 88 2 10 a 
IV 84 8 8 ade 
V 75 15 10 -—- 














Tab. 2. Reihenfolge des Austretens der DNP-Aminoalkohole aus der Saule. 











DNP-Aminoalkohol Entwicklungsgemische 
DNP-Leucinol ........ I 
DNE-Valmnol 3s, ee we 
DNP-Phenylalaninol. ..... 

DNP-Alaninl ........ II 
DNP2Promnol. . 2 6 5 2s ss 

DNP-Colamin (DNP-Glycinol) . III 
DNP-Glutamin-diol® ..... IV.V 
»»DNP-Asparagin-diol‘® . ... 


Zur Auftrennung eines komplex zusammengesetzten Gemisches von 
DNP-Aminoalkoholen verfahrt man am besten so, daB man zuerst die 
am wenigsten adsorbierbaren Verbindungen mit einem Lésungsmittel 
von geringer Affinitaét zu den trennenden Substanzen entwickelt. Als 
solches diente in unserem Beispiel, in dem ein Gemisch von 8 DNP- 
Aminoalkoholen untersucht wurde, das System Ligroin, LEisessig, 
Aceton, 94:4:2 (I). Dabei wandern vornehmlich DNP-Leucinol und 
DNP-Valinol unter Ausbildung zweier getrennter Banden am unteren 
Ende der Saéule. DNP-Phenylalaninol und DNP-Alaninol bleiben weiter 
zuriick, ohne sich zu trennen, desgleichen DNP-Prolinol und DNP- 
Colamin (DNP-Glycinol), welche nur ein geringes Stiick wandern. DNP- 
Glutamin-diol® und ,,DNP-Asparagin-diol‘‘* bleiben am oberen Ende 
der Siéule sitzen (vergl. Abb. 1). Sobald DNP-Leucinol das Ende der 
Saule erreicht hat, was nach einem Durchsatz von etwa 26 ccm der Fall 
ist, wird das Lésungsmittel gewechselt. Das neue Gemisch Ligroin, 
Eisessig, Essigester, 85:3:12 (II) trennt DNP-Phenylalaninol und DNP- 
Alaninol sowie DNP-Prolinol und DNP-Colamin. Nachdem im gesamten 
130 cem. Fliissigkeit durch die Saule gelaufen sind, entwickelt man 


8 Wie bereits erwahnt', entspricht die bei der Reduktion von Asparaginsaure- 
diester mit LiAIH, entstehende Verbindung, als DNP-Derivat isoliert, formelmaBig 
nicht dem DNP-Asparagin-diol. Es konnte jedoch gezeigt werden, daB dieselbe 
Verbindung auch bei der Reduktion von Peptidestern mit carboxylendstandiger 
Asparaginsiure als DNP-Derivat gewonnen werden kann. Dem gegeniiber konnte 
DNP-Glutamin-diol mit richtigen Analysenwerten erhalten werden. Eine nahere 
Darstellung dieser Verhiltnisse wird an anderer Stelle erfolgen. 


14* 
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endlich DNP-Glutamin-diol und ,,DNP-Asparagin-diol“‘ mit 170 cem 
eines Gemisches, bestehend aus 88 Tin. Ligroin, 2 Tin. Eisessig und 
10 Tin. Aceton (III), gefolgt von 150 ccm, bestehend aus 84 Tin. Ligroin, 
8 Tin. Eisessig, 8 TIn. Aceton (IV) und wischt sie schlieBlich mit 200ccm 
der Zusammensetzung 75 TIn. Ligroin, 15 Tin. Eisessig, 10 Tin. Aceton 
(V) aus der Saule. Sind die beiden zuletzt genannten Verbindungen nur 
in geringer Menge vorhanden, so empfiehlt es sich, sie mit Eisessig aus 
der Saéule zu spiilen, wobei sie ungetrennt mit der Lésungsmittelfront 
wandern. Man verdampft das Lésungsmittel im Vak. und trennt den 
Riickstand an einer kleineren Saule (680mm) mit dem zuletzt ge- 
nannten Gemisch auf. Abb. 1 gibt die Lage der einzelnen DNP-Amino- 
alkohole in den verschiedenen Stadien des Versuches wieder, in Abb. 2 
sind die Extinktionen der aufgefangenen Fraktionen aufgezeichnet. Die 
einzelnen Verbindungen erscheinen in gut voneinander getrennten GauB- 
Kurven ohne stérende Schleppenbildung. Simtliche Fraktionen wurden 
papierchromatographisch mit entsprechenden Vergleichssubstanzen iden- 
tifiziert. 

Als geringer Nachteil der Systeme IV und V mag der Umstand gelten, daB 
sich das Gemisch nach dem Austritt aus der Saule nach einiger Zeit entmischt, 
sofern ein DNP-Aminoalkohol darin enthalten ist. Der Effekt ist um so gréBer, je 
héher die Konzentration der gelésten DNP-Verbindung ist. Man kann die Ent- 
mischung verhindern, indem man die entsprechenden Auffangglaschen bereits 
vorher mit etwas Essigester als Lésungsvermittler (10—20°, des aufzufangenden 
Volumens) beschickt, oder die Fraktionen sofort nach dem Austritt aus der Saule 
kolorimetriert. 

Die Trennung der DNP-Aminoalkohole in der beschriebenen Art 
verlauft quantitativ, die einzelnen Fraktionen kénnen ohne Verluste 
wiedergewonnen und im Eluat kolorimetrisch bestimmt werden. In 
Tab. 3 sind die in getrennten Versuchen nach dem Durchgang durch die 
Saule kolorimetrisck bestimmten Ausbeuten zusammengestellt. Die 
Tabelle enthalt auBerdem die Extinktionen von 0,1-~ molaren Lésungen 
in Essigester, gemessen bei 366 my und einer Schichtdicke von 10 mm 
im Kolorimeter ,,Medeor“ der Firma Eppendorf. Diese sind nicht fiir 
alle DNP-Verbindungen gleich. 


Tab. 3. Extinktionen und Ausbeuten einiger DNP-Aminoalkohole. 

















. Extinktion Einwaage Gefundene 

DNP-Aminoalkoho] bei 366 mu (uMol) Menge (uMol) 
DNP-Colamin .... 1,186 1,00 0,987 0,9875 
DNP-Alaninol .... 1,440 1,00 1,015 
DNP-Phenylalaninol. . 1,535 1,00 1,003 0,985 
DNP-Valinol. ... . 1,318 1,00 1,021 
DNP-Glutamin-diol. . 0,743 1,00 1,000 
»»DNP-Asparagin-diol‘ 0,064 ° 5,00 5,06 


® Das Absorptionsmaximum von ,,DNP-Asparagin-diol‘ ist gegeniiber dem 
der iibrigen DNP-Aminoalkohole mehr nach kiirzeren Wellenlingen verschoben, 
woraus sich die verhaltnismaBig geringe Extinktion bei 366 my erklart. 
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Zusammenfassung 
Ein Gemisch von 8 DNP-Aminoalkoholen wurde an einer Saule 
von Kieselsiure-Celite aufgetrennt. Die einzelnen Fraktionen erschienen 
im Eluat als gut getrennte Kurven, die quantitativ ausgemessen werden 
konnen. 


Zur Biochemie des Arterenols (Nor-adrenalins) 
Von 
Hans von Euler und Hans Hassel quist 


Aus dem Institut fiir organ.-chemische Forschung und dem Vitamin-Institut 
der Universitit Stockholm 


(Der Schriftle:tung zugegangen am 4. Februar 1954) 
Herrn Prasidenten Prof. Dr. Otto Hahn zum 75. Geburtstag 


Arterenol, das spezifische Ergon des adrenergischen Systems im 
Organismus héherer Tiere! und ein Vorlaufer des Adrenalins, ist wie 
dieses ein aromatisches Redukton (Endiol) und wurde als solches hin- 
sichtlich seines Verhaltens zu Tillmans Reagens (TR) bereits friiher 
von uns kurz besprochen?. 

Zur Wiederaufnahme experimenteller chemischer Vergleiche 
zwischen Adrenalin und Arterenol wurden wir veranlaBt durch unsere 
friiheren Ergebnisse tiber die hemmende Wirkung von Adrenalin- 
Injektionen auf Jensen-Sarkome, Versuche, die zwar kein ganz einheit- 
liches Resultat, aber immerhin eine Anzahl von Tumor-Riickgaingen 
ergeben hatten, und die nun mit neueren Ergebnissen von Lettré® 
iiber Mitose-Hemmung durch Adrenalin bzw. Adrenochrom in Zu- 
sammenhang gebracht werden kénnen. 

Zu den hier mitgeteilten Versuchen haben wir synthetische Praparate* ver- 


wendet, die uns von der Firma N. V. Philips-Roxane, Weesp-Amsterdam, 
freundlichst iiberlassen wurden, wofiir wir auch an dieser Stelle bestens danken. 


I. Adrenalin und Arterenol als Endiole 


Zwischen Brenzcatechin-Derivaten und aliphatischen Reduktonen 
bestehen hinsichtlich ihres Verhaitens zum Sauerstoff und zu Oxydations- 
mitteln erhebliche quantitative Unterschiede. Wahrend Triose-Reduk- 


1 U.S. v. Euler, Acta physiol. scand. 8, 73 [1946]; U.S. v.Euleru. U.Ham- 
berg, Nature [London] 163, 642 [1949]; U.S. v. Euler, Pharmac. Rev. 3, 247 
[1951]. 

2-H. v. Euler u. H. Hasselquist, Ark. Kemi 1, Nr. 30, 259 [1949]. — Die 
Reduktone. Enke, Stuttgart 1950. 

3H. Lettré, R. Lettré u. W. Riemenschneider, Naturwissenschaften 
38, 282 [1951]; H. Lettré, Angew. Chem. 68, 421 [1951]. 

4 Tm Tierkérper findet sich das Arterenol, ebenso wie das Adrenalin in der 
l-Form vor; die Konfiguration des natiirlichen Arterenols und Adrenalins hat 
neuerdings C. E. Dalgliesh (J. chem. Soc. [London] 1958, 3323) festgestellt. 
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ton, Ascorbinsiure, Dioxy-maleinsiure u. a. schnell dehydriert werden, 
indem die Endiolgruppe 2 Wasserstoffatome abgibt unter Bildung 
einer Diketo-Gruppe, vollzieht sich der Ubergang vom Brenzcatechin 
zum o-Chinon nicht ebenso leicht und vollstiandig. 

In unseren alteren Versuchs-Serien wurden mit der Thunbergschen 
Apparatur die Zeiten verglichen, in denen Tillmans Reagens durch 
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Abb. 1. Verbrauch an Tillmans Reagens pro Mol Catechol bei 60°. 

4,0 mg Adrenalin in 20 ml Wasser, Kurve I pq 12, Kurve II py 13 

4,0 mg Arterenol in 20 ml Wasser, Kurve III py 12, Kurve IV pq 13 

2,3 mg Brenzcatechin in 20 ml Wasser, Kurve V py 13 








aiquimolekulare Mengen Adrenalin, Arterenol, Brenzcatechin, Triose- 
Redukton und Ascorbinsaure entfairbt wird. Die aliphatischen Reduk- 
tone reduzierten TR etwa 50-mal schneller als die untersuchten Catechole. 
Unsere neuen Titrationen mit 0,01-n. TR zeigt Abb. 1. 

Man sieht, daB Adrenalin bei 60° und p, 12 bis 13 viel mehr Till- 
mans Reagens verbraucht als Arterenol®, und daB der entsprechende 
Verbrauch des Brenzcatechins auch ganz gering ist. Dieser Unterschied 
zwischen Adrenalin und Arterenol bzw. Brenzcatechin ist auffallend. 

In alkalischer Lésung wird Arterenol an der Luft unter Bildung 
rotbrauner Produkte oxydiert, ahnlich wie Adrenalin®. In schwach 
saurer Lésung (pq 5—6) vollzieht sich die Oxydation (Farbstoffbildung) 
des Arterenols durch Perjodat besonders schnell. 


5 G.N. Cohen u. B. Nisman, Bull. Soc. Chim. biol. 29, 265 [1947]. 

6 D. E. Green u. D. Richter, Biochem. J. 31, 596 [1937]; siehe hierzu 
auch H. Blaschko u. H. Schlossmann, J. Physiol. 94, 19 [1940]; F. Bergel 
u. A. L. Morrison, J. chem. Soc. [London] 1943, 48; J. Harley-Mason, ebenda 
1950, 276. 
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Die Endiolgruppe des Arterenols liefert wie alle aromatischen 
Endiole eine eigentiimliche Farbreaktion mit Eisen(III)-chlorid, und 
zwar in alkoholischer Lésung mit griiner Farbe. 

Unter den wirksamen Oxydationsmitteln der Catechole sind Bi- 
chromate, Chromate und Perjodate zu nennen, durch welche bekannt- 
lich auch die aliphatischen Reduktone leicht oxydiert werden. Per- 
chlorat gibt nur mit Adrenalin (nicht mit Arterenol) eine (sehr schwache) 
Reaktion. Brauchbar ist auch Kaliumferricyanid. Mit Perjodat geben 
sowohl Adrenalin (Bergel und Morrison) wie Arterenol’ ein ver- 
mutlich mit 2-Jod-adrenochrom identisches krist. Produkt. 

Mit colorimetrischer und papierchromatographischer Methodik 
haben U. S. von Euler und Mitarbeiter® den Adrenalin- und Arterenol- 
Gehalt des Nebennierenmarkes verschiedener Tiere bestimmt. Auf 
die diesbeziiglichen cytologischen Untersuchungen kann hier nicht ein- 
gegangen werden. 

Gegen 5-proz. Titantrichlorid-Lésung verhalten sich Brenzcatechin, 
Adrenalin und Arterenol ziemlich gleichartig. 


Tab. 1. Verhalten gegen 5-proz. Titantrichlorid-Lésung. 





Lésung in Methanol-Pyridin 1: 1 


Substrat Lésung in Methanol 
— ncaiurine sofort | nach Schiitteln in Luft 





Brenzcatechin . | gelb, dann dunkelgelb | dunkelbraun| gelbbraun, dann gelb- 
rote Fallung 


Adrenalin. . . | sehr schwach gelb dunkelbraun | stark gelb, dann gelbe 
Fallung 
Arterenol . . . | gelb dunkelbraun | gelbbraun, dann gelb- 








rote Fallung 


Derivate des Brenzcatechins und des Arterenols 
Die Reaktion: Brenzcatechin + Monochloressigsiure, von welcher 
bekanntlich die Adrenalin-Synthese ausgeht, fiihrt auch zu einer Reihe 
von Arterenol-Derivaten. Im Versuchsteil wird eine verbesserte Methode 
zur Darstellung von Chloracetyl-brenzcatechin mitgeteilt. 
Mit £-Chlor-propionsaurechlorid reagiert 1 Mol Brenzcatechin 
unter Bildung von Verbindung I. 


VN fo OC CH, CHCl 
l | | 
ox 
Durch Methylierung des Arterenols ist Adrenalin synthetisch gewonnen 
worden®. Auch in vivo entsteht das Arterenol primar und wird dann — evtl. 


7 J.D. Bu’Lock u. J. Harley-Mason, J. chem. Soc. [London] 1951, 712. 
8 U.S.v. Euler, U.Hamberg u. A. Purkhold, Experientia [Basel] 5, 
451 [1949]; U.S. v. Euler u. B. Hékfelt, Brit. J. Pharmakol. Chemotherap. 
8, 66 [1953]; B. Hékfelt u. J. McLean, Acta physiol. scand. 21, 258 [1950]. 
® A. W. Forst u. R. Deininger, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Patho 
Pharmakol. 215, 378 [1952]. 
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iiber Acetylcholin — zum Adrenalin methyliert!®. Aber Arterenol diirfte nicht 
nur eine Vorstufe des Adrenalins sein, sondern ist ein eigenartiges Hormon" 
mit besonderen Funktionen und besonderem biochemischem Verhalten. 

Vom Arterenol leiten sich Derivate ab, 

A, durch Reaktionen der freien Aminogruppe mit dem Carbony] 
von Aldehyden, Ketonen, Ketosaéuren und einfachen Carbonsauren, 

B, durch Reaktionen an der Endiol-Gruppe. 


A 


Unter den Carbonylderivaten, welche sich mit der freien Amino- 
gruppe des Arterenols verbinden, seien zwei Aldehyde angefihrt, welche, 
jedenfalls primar, Schiffsche Basen bilden: 

1. Formaldehyd liefert mit Arterenol schnell eine rotbraune 
Fallung, die, wegen ihrer Neigung zur Polymerisation, nicht zur Kristalli- 
sation gebracht werden kann, wahrend aus §-Phenylathylamin und 
Dioxy-phenylathylamin die entsprechenden Produkte mit Formaldehyd 
sowie mit Acetaldehyd entstehen, die dann unter Wasserabspaltung und 
RingschluB zu Isochinolin-Derivaten fiihren. 

2. Salicylaldehyd reagiert mit Arterenol rasch und vollstandig 
und liefert ein leichter isolierbares Produkt als andere Aldehyde. Wir 
erhielten Kristalle von der Zusammensetzung C,;H,;0,N-CH,OH oder 
C,.H,,0;N (Schmp. 210—211°). Sie lésen sich leicht in Alkali; ihre 
Endiolgruppe gibt mit FeCl, eine anfangs graugriine, dann rotviolette 
Lésung. Oxydation konnte nachgewiesen werden mit Kaliumferricyanid. 

3. Die Umsetzung der Brenztraubensiure mit Arterenol erfolgt 
unter Verlust von Kohlendioxyd und unter Ringbildung. Wir fanden 
fiir diese Reaktion die folgende Gleichung: 


HO, : 
Ho’ -eHsCH(OH)-CH, NH, + 2CH,-CO-CO,H— CO, + 2H,0 + C,,H,,;0;N 


Wie die Reaktion des Produktes (Ila oder IIb) mit FeCl, zeigt, 
enthalt dasselbe die Endiolgruppe. Bemerkenswert ist die kraftige 
Fluorescenz auch in sehr verdiinnter alkalischer Lésung. 


H OH H OH 
. ae vi SY 
HO A Dec AAs HO. 4 
C=CC U=CH.CH, 
: CO,H ; 
NH NH 
HO” “ Scv HO” Ye 
cH, H CH, CO,H 
Ila IIb 


10 EK. Bilbring, Brit. J. Pharmakol. Chemotherap. 4, 234 [1949]; H. 
Blaschko, J. Physiol. 101, 337 [1942]; H. Blaschko, P. Holton u. 8S, Stanley, 
Brit. J. Pharmakol. Chemotherap. 3 [1948]. 

1 F, Kaind]u. U.S. v. Euler, Amer. J. Physiol. 166, 284 [1951]; H. Dunér, 
Acta physiol. scand. 28, Suppl. 1953. 
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B 


l-Arterenol + Nicotinsaéurechlorid 


Durch Erhitzen der beiden Komponenten in Pyridin entstehen 
zwei Produkte, von welchen eines in Form braunlicher Nadeln vom 
Schmp. 256° in reinem Zustand isoliert werden konnte. Der Analyse 
zufolge ist fiir dieses Produkt die Struktur III anzunehmen: 


rie .CH,NH.CO-<. > 
HO >—CH(OH) CHyNHCO-K > ay 
HO 


Oxydation des Adrenalins und Arterenols 
Was zunachst die Oxydation des Adrenalins betrifft, so verdankt man Green 
und Richter® wichtige Beitrige zur Biochemie des Adrenochroms. Dieses sehr 
labile Oxydationsprodukt soll nach Bacq und Mitarbeitern™ durch Ascorbinsiure 
sowie durch SH-Verbindungen stabilisiert werden. Die Wechselwirkungen zwischen 
Adrenochrom und Ascorbinséure bzw. Dehydroascorbinsaéure sind von wesent- 
lichem physiologischem Interesse. 


o=/\___cH-OH o—/\__cH-OH 
pantanta | | 
| CH CH 
out 5 SM 50— CH, 
\G Nv Van’ 
H H 
IV Vv 


Beziiglich der Struktur des Adrenochroms mu8 auch die Mitteilung von 
J. Harley-Mason’* erwahnt werden, in welcher dieser Forscher eine Zwitter- 
ionen-Formulierung vorschlagt, die in IV und V auf Noradrenochrom iiber- 
tragen sind. 

Die Oxydation des Adrenalins zu Adrenochrom (in vitro enzymatisch oder 
durch Oxydationsmittel wie Dichromat, Perjodat, Silberoxyd) erfolgt im Tier- 
kérper leicht durch Cytochrom c (in Pflanzen durch Polyphenol-Oxydasen). Weitere 
Oxydation fiihrt das Adrenochrom nach G. N. Cohen! iiber Oxo-adrenochrom 
zur Melanisierung. 

In Krebsgeweben ist die Bildung von Adrenochrom gehemmt; in frisches 
Tumorgewebe eingefiihrtes Adrenochrom wird reduziert. Wie Oxydationsprodukte 
des Arterenols (Nor-adrenochrom) sich im normalen vegetativen Nervensystem 
sowie in Tumoren verhalten, ist noch nicht bekannt. Ob zur cancerhemmenden 
Wirkung eines o-Chinons auch noch gewisse ,,auxo-cancerostatische’’ Gruppen 
notwendig sind, soll an anderer Stelle an oxydierten Derivaten der beiden Hormone 
besprochen werden. 

In vitro und in vivo beeinflu8t das Adrenochrom oder ein diesem nahe- 
stehendes Oxydationsprodukt des Adrenalins, das in der quergestreiften Mus- 
kulatur® sowie in verschiedenen Organen (durch Oxydation von Adrenalin) u. a. 
im Mark der Rinder-Nebenniere!* vorkommt, als Wasserstoffiibertrager den 
Stoffwechsel. Die Annahme von Lehnartz}, daB das Adrenochrom durch eine 


lla M. Bacq u. E. Heirman, Arch. int. Physiol. 50, 153 [1941]. 

12 J, Harley-Mason, Experientia [Basel] 4, 307 [1948]; Darstellung des 
Adrenochroms: J. chem. Soc. [London] 1950, 127, 6. 

13 G.N. Cohen, Bull. Soc. Chim. biol. 28, 104 [1946]. 

14M. Goldenberg, M. Faber, E. J. Alston u. E.C. Chargaff, Science 
[New York] 109, 534 [1949]. 
15 KE, Lehnartz, Einfiihrung in die chem. Physiologie, 10. Aufl]. 1952. 
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Wasserstoffiibertragung an den oxydo-reduktiven Vorgingen bei der Muskel- 
kontraktion beteiligt ist, wurde von Green und Richter® sowie von Desfon- 
taines experimentell bestatigt. Nach Wajzer™ soll Adrenochrom die Bildung 
von Hexose-Diphosphat im Leberbrei hemmen und das Glykogen-System fordern. 

Inwieweit dies auch z. Tl. fiir die Zwischenprodukte der Adrenalin-Oxydation, 
Adrenalin-chinon, Hallochrom'a und fiir das von Rangier?’ beschriebene rote 
Pigment, evtl. auch fiir Adrenalin zutrifft!*, bleibt noch zu untersuchen. 

Die Ansicht von Roskam und Deroux!®, da Adrenochrom in manchen 
Geweben in Adrenalin zuriickgewandelt wird, ist chemisch nicht bestatigt worden. — 
Nach Bacq und Heirman"™4 goll Adrenochrom in Adrenoxin tibergehen, dem die 
erregenden Wirkungen des Adrenalins fehlen, aber vasodilatierende Wirkungen 
noch zukommen. 

Adrenochrom katalysiert u.a. die Wirkungen der Cozymase-abhangigen 
Lacto- und Malico-Dehydrasen® sowie die oxydative Desaminierung von Amino- 
siuren, z. B. von Glykokoll?°. 

Mit 1 Mol Semicarbazid reagiert Adrenochrom unter Bildung von Adrenoxy] 
(Bacq, Braconnier?!), dem die Struktur VI zugeschrieben wird. Mit dem 
Adrenoxyl hat neuerdings Stangl?? muskeldynamische Effekte erhalten, auf die 
wir in dieser rein biochemischen Ubersicht nicht eingehen kénnen. 


CO.NH.N=/’ \__ CHOH 
| | 
we, On| . UM 


: VI CH, 

Auch an einer Reihe von physiologischen und pharmakologischen Wirkungen, 
die dem Arterenol zugeschrieben werden**, kénnen Oxydationsprodukte vom 
Typus des Nor-adrenochroms beteiligt sein. Im kristallisierten Zustand konnte 
Nor-adrenochrom bisher nicht isoliert werden, besonders wegen “er Neigung der 
primaren Produkte zur Polymerisation. 

Durch Oxydation der Gruppe CH-OH zu CO wird das Adrenalin in das 
Adrenalon verwandelt®. (Uber die Wirkungen des unter RingschluB entstehenden, 
in alkalischer Losung fluorescierenden Adrenolutins®*4 ist nichts bekannt ge- 
worden.) 

Durch analoge Oxydation geht das Nor-adrenalin in das von Stolz® dar- 
gestellte Amino-aceto-brenzcatechin iiber, das also als Nor-adrenalon 


16 J. Wajzer, Bull. Soc. Chim. biol. 29, 237 [1947]. 

16a Fr, P. Mazza, Chimica biologica. I. Biochimica descrittiva; Turin, 
Ed. Rosenberg u. Sellier, 1942. 

17 M. Rangier, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 284, 2652 [1952]. 

18 Siehe G. N. Cohen!; vielleicht ist Adrenochrom oder dessen Oxydations- 
produkt auch der Katalysator, der von Miss Harel-Ceddaha (C. R. hebd. Séances 
Acad. Sci. 286, 2114 [1952]) bei der Fettsiure-Oxydation durch Leber beobachtet 
wurde. 

19 J. Roskam u. Deroux, Bull. Acad. roy. Med. Belgieque 1945, 68. 

20 G. Blix, Skand. Arch. Physiol. 56, 131 [1929]. 

21 M. Bacq u. E. Heirman, Arch. int. Physiol. 50, 153 [1940]; M. Bacq, 
J. Lecomte u. P. Fischer, Bull. Soc. Chim. biol. 31, 395 [1948]. — The Hor- 
mones, ed. by G. Pincurs u. K. V. Thiman, New York, Acad. Press 2, 601 
[1950]; F. Braconnier, Arch, int. Pharmcodynam. Thérap. 79, 181 [1950]. 

22 KE. Stangl, Experientia [Basel] 9, 384 [1953]. 

23 A.J. Miller, A. Shiffrin, B. M. Kaplan et al., J. Amer. med. Assoc. 
152, 1198 [1953]. 

23a L. Lund, Acta pharmacol. toxicol. 5, 121 [1949]. 
24 Fr. Stolz, Ber. dtsch. chem. Ges. 37, 4154 [1904]. 
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bezeichnet werden kann. In diesem ist die Endiolgruppe auffallend stabil gegen 
Oxydationsmittel. Die verschiedenen Catechole kénnen durch Papierchromato- 
graphie*® nebeneinander erkannt und getrennt werden. 

Nor-adrenalon kann in gleicher Weise wie das Arterenol mit Brenztrauben- 
siure durch 3-stdg. Erhitzen in Reaktion gebracht werden. 


Einwirkung von Adrenalin, Arterenol und Derivaten 
derselben auf Tumoren 


M.R. Lewis und P.M. Aptekman” untersuchten an einem 
Stamm von Albino-Ratten mit nativen Tumoren, die sich 100-proz. 
auf Tiere gleichen Stammes transplantieren lieBen, den EinfluB von 
Adrenalin-Injektionen auf die Entwicklung der Transplantate. Das 
Adrenalin wurde verwendet in Form einer sterilen Lésung, die 1 mg 
Adrenalin auf 1 ml physiologische Salzlésung und auBerdem 0,1% 
Natriumhydrogensulfit und 0,5% Cloreton enthielt. 

Injizierte man Adrenalin (0,5 ml zu 2—3 ml Salzlésung), gemischt 
mit einer gleichen Menge verriebenen Tumorgewebes, so trat bei 13 von 
25 Ratten Hemmung des Tumorwachstums ein. In manchen Fallen 
wuchs das Transplantat bis zu einem gewissen Grad, dann aber ging 
das anfingliche Wachstum zuriick. 

In ihren Versuchen fanden Lewis und Aptekman Hemmung 
des Tumorwachstums in 40 von 61 mit Adrenalin behandelten Ratten. 


Weder unsere erwihnten Versuche aus den Jahren 1945/46 noch 
diejenigen von Lewis und Aptekman”  hatten also eindeutig eine 
tumorhemmende Wirkung des Adrenalins gezeigt. DaB diese Ergebnisse 
aber keineswegs rein negativ waren, konnte darauf beruhen, da8 ein 
Umwandlungsprodukt des Adrenalins eine Hemmungswirkung 
besaB. DaB es sich dabei um ein Oxydationsprodukt des Adrenalins, 
und zwar vermutlich um Adrenochrom handelt, wird durch die tumor- 
hemmende Wirkung von Chinonen?’ nahegelegt und ergibt sich aus 
den eingangs erwaihnten Arbeiten von Lettré tiber Mitose-Giftwirkung 
in Gewebekulturen. Das Medium der Gewebekulturen farbt sich nach 
Zusatz von Adrenalin rotbraun, so daB die Bildung eines Oxydations- 
produktes anzunehmen war. Dieses wurde von Lettré** als Adreno- 


25 Zur Papierchromatographie des Adrenalins und seiner Derivate: W. O. 
James, Nature [London] 161, 851 [1948]; E.C.Chargaff et al. Science 
[New York] 109, 534 [1949]; U. S.v. Euler, Biochem. J. 49, 655 [1951]; B. H6k- 
felt, Acta physiol. scand. 25, Suppl. 1951; A. J. Glazko a. W. A. Dill, Nature 
[London] 168, 32 [1951]. 

26 M. Reed Lewis u. P.Myron Aptekman, Science [Washington] 1138, 
557 [1952]. 

27 E. F. Lehmann (Experientia [Basel] 8, 223 [1947]) fand sehr stark 
zellteilungshemmende Wikungen bei den Chinonen Benzochinon, Naphthochinon, 
Phenanthrenchinon, welche die Wirkung des Colchicins an seinem Testobjekt 
(Eier eines Ringelwurms) noch iibertreffen. Vermutlich Vermittlung der SH- 
Gruppe (vgl. R. Kuhn u. H. Beinert, Ber. dtsch. chem. Ges. 76, 904 [1943]). 

28 H. Lettré, R.Lettré u. W.Riemenschneider, 1. c.3; H. Lettré, 
P. Marquardt u. E. Carl, diese Z. 291, 99 [1952]. 








220 Hans von Euler und Hans Hasselquist, Bd. 296 (1954) 





chrom erkannt. Da& Adrenochrom nicht in geringerer Menge wirksam 
ist als Adrenalin, erklart Lettré durch die Labilitat der Adrenochrom- 
Komplexe. 

Die Reichweite der Beziehung zwischen o-chinoider Struktur und 
anti-mitotischer Wirkung 1aBt sich noch nicht beurteilen. Auch kann 
noch nicht entschieden werden, ob eine anti-mitotische Wirkung not- 
wendige Voraussetzung fiir eine Tumorhemmung ist??. 


Versuche an 25 Albino-Ratten, 
geimpft mit Jensen-Sarkom-Gewebe 
Roénnestam-Saberg, Oktober 1945 bis April 1946%°. 

A. 12 Ratten erhielten, vom 1. Tag nach der Impfung an, subcutan, schlieB- 
lich intramuskular /-Adrenalin-Injektionen, letztere 5—10 mm von der Impf- 
stelle entfernt. Die drei ersten Injektionen von je 50—150 y Adrenalin geschahen 
an drei aufeinanderfolgenden Tagen. Hierauf wurden jeden zweiten Tag je 0,5 mg 
injiziert. : 

B. 10 Ratten des gleichen Stammes und des gleichen Alters wurden als 
Kontrollen mit dem gleichen Jensen-Sarkom geimpft. 

Nach 2, 4, 7, 11 und 15 Tagen wurde die Tumorentwicklung durch Palpieren 
verfolgt. 

Dabei ergab sich: 

A. In den 12 miannlichen injizierten Versuchsratten: 

7 Riickbildungen des Tumors nach anfinglichem deutlichem Wachstum, 
4 stetig wachsende Tumoren, 
1 bei etwa ErbsengréBe stillestehender Tumor. 


B. In den 10 miannlichen Kontrolltieren: 

2 Riickbildungen nach anfanglichem, deutlichem Tumorwachstum, 
8 stetig wachsende Tumoren, 
1 bei etwa HaselnuBgréBe stillstehender Tumor. 

In dieser Versuchsperiode war die Zahl der spontanen Riick- 
bildungen so groB, daB es schwer war, den Effekt der Injektionen sicher 
zu beurteilen. Jedenfalls konnte nicht ausgeschlossen werden, daB es 
sich bei den Versuchstieren um eine hemmende Wirkung der Injektion 
an sich handelte. 

Brenzcatechin zeigte nach Tagesdosen von 300 y keine tumor- 
hemmende Wirkung. Kiirzlich fanden Druckrey, Danneberg und 
Schmah]* an Seeigeleiern eine Mitosehemmung durch Brenzcatechin 
(15 y/ml), etwa ebenso stark wie die des Colchicins. 

Mit Oxytyramin (wegen Materialknappheit nur 6 Versuchstiere, 
Gesamtinjektion per Ratte 5 mg) erhielten wir keinerlei Anzeichen 
einer Sarkomhemmung. 


29 Lettré deutet die Mitosengifte als antagonistische Wirkstoffe wachstums- 
férdernder Faktoren (Z. Krebsforsch. 56, 5 [1948]). 

80 Vgl. H. v. Euler, I. R6nnestam-Saberg u. I. Pettersson, Ark. Kemi 
etc. 20 A, Nr. 12 [1945]. Die damals angewandten Adrenalinmengen, 25—50 y, 
waren zu klein. 

31 H. Druckrey, P. Danneberg u. D. Schmahl, Arzneimittelforsch. 38, 
151 [1953]. 
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Bei der Verwendung von Hordenin (im ganzen 7 mg Sulfat 
per Versuchstier) lagen unsere Resultate (I. R6nnestam) innerhalb 
der durch Spontanriickginge der Kontrollen bedingten Unsicherheits- 
grenzen. 

Bei den bis jetzt vorliegenden, hier referierten Versuchen mit 
Albino-Ratten war durch Einwirkung von Adrenalin auf feste Tumoren 
(Sarkome) kein eindeutiges Ergebnis erhalten worden. Nach den von 
Lettré®? beobachteten Mitosehemmungen konnte man in Betracht 
ziehen, daB nicht Adrenalin, sondern Adrenochrom die eigentliche 
tumorhemmende Substanz ist, wenn auch der Endiolgruppe des Brenz- 
catechins nach Druckrey und Schmahl ein hoher mitosehemmender 
Effekt zukommt. 

Wir haben deswegen zunachst Adrenochrom Ratten mit Jensen- 
sarkomen subcutan und intramuskular injiziert (5 Injektionen, jeden 
zweiten Tag 1 mg). Entsprechende Versuche wurden angestellt mit 
Adrenalin (im ganzen 500 y in 6 Injektionen mit je 1 Tag Unterbrechung). 
Diese Versuche geben wir hier nicht ausfiihrlich an, da sich weder mit 
Adrenochrom noch mit Adrenalin ein deutlicher Effekt gezeigt hat. 

Neuerdings haben wir zu solchen Versuchen gelbe Wistar-Ratten 
mit Yoshida-Ascites-Sarkom verwendet, die wir Herrn Prof. H. Druck- 
rey verdanken. Die beiden oben genannten Stoffe (Adrenochrom rein 
dargestellt nach J. Harley-Mason**) wurden in der Weise zur Wirkung 
gebracht, daB einem Tier mit Ascites-Sarkom mit der Injektionsspritze 
Ascites-Fliissigkeit entnommen und in der Spritze mit der Hormon- _ 
losung vermischt wurde. Diese Mischung wurde dem Versuchstier 
sofort intraperitoneal eingefiihrt. fm allgemeinen entwickelt sich das 
Yoshida-Ascites-Sarkom in 8—10 Tagen bis zum Tod des Tieres. 
Cancerostatische Stoffe vergréBern diese Entwicklungszeit und ver- 
lingern die Lebensdauer der Sarkomratten. 

Sechs so behandelte Ratten wurden mit sechs Kontrolltieren 
(Ascites ohne Zusatz) verglichen. Soviel man den bisher vorliegenden 
Versuchen entnehmen darf, iibt Adrenochrom eine cancerostatische 
Wirkung auf das Yoshida-Ascites-Sarkom aus, beurteilt nach der 
Menge der nach 4—6 Tagen gebildeten Ascites-Fliissigkeit bzw. nach 
der Menge der Sarkomzellen. Uber die Spezifitat dieser Wirkung 
kénnen noch keine Angaben gemacht werden. 

Vier Tage nach der Adrenochrom-Behandlung zeigt sich auch der 
BTS-Gehalt des Blutes etwas geringer als bei den nicht mit Adrenochrom 
behandelten Kontrolltieren. 

Nor-Adrenalon (Amino-aceto-brenzcatechin) zeigte keine hemmende 
Wirkung auf Jensen-Sarkome. Ob Nor-Adrenalon auf Yoshida-Ascites- 
Sarkome eine spezifische Hemmungswirkung ausiibt, kann noch nicht 
entschieden werden. 

32H. Lettré, P. Marquardt u. E. Carl, 1. c.2’?; H. Lettré, Cancer Res. 


12, 847 [1952/53]. 
33 J. Harley-Mason, J. chem. Soc. [London] 1950, 1276; 1951, 712. 
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Einwirkung von Adrenalin, Arterenol und Derivaten 

derselben auf keimende Samen 

Der EinfluB verschiedener Stoffe auf die Keimung von Samen 
(Getreide, Kresse, Erbsen) wurde in unserem Arbeitskreis seit langerer 
Zeit studiert**. Dabei wurden Beziehungen zwischen Wachstums- 
hemmungen im Tierk6rper und Keimungshemmungen (Hordeum vuly., 
Lepidium sativum u.a.) festgestellt. 

Bringt man Weizenkorner in Arterenol-Lésung von etwa 
1 mg/ml zur Keimung, so tritt schon nach 8—14 Stdn. eine schwarz- 
braune Farbung der Schale auf, die sich nicht in das Innere der K6rner 
erstreckt. Bei der Keimung in Adrenalin-Lésung ist die Dunkel- 
farbung der Schale ebenfalls deutlich, aber schwicher, bei der Keimung 
in Brenzcatechin in der gleichen Zeit viel schwiicher. 

Dieser Effekt besteht offenbar darin, daB das adsorbierte oder an 
einen Schalenbestandteil gebundene Arterenol bzw. Adrenalin an der 
Schale in dunkel gefarbte Oxydationsprodukte, besonders Adrenochrom 
bzw. Nor-Adrenochrom iibergeht, und zwar unter Mitwirkung eines 
Enzyms, denn bei vorhergehendem Erhitzen der Weizenkérner in 
Wasser auf 70° ist der Effekt viel geringer. Bei Gerstenkérnern 
zeigte sich die Dunkelfarbung nur an der Spitze. 

Nach Quellung in Arterenol-Lésungen von etwa 1 mg/ml ist dic 
Keimungsfahigkeit (proz. Zahl der keimenden Samen) nur wenig geringer 
als nach Quellung in Wasser. Dagegen ist die Geschwindigkeit der 
Keimung (Dauer bis zum Auftreten von Keimblatt und Wurzeln) und 
des Wachstums erheblich verzégert, wie Tab. 2 zeigt. 


Tab. 2. Einflu8 von Arterenol auf die Keimung von Weizen. 

















Konz. von saurem % Korner Lange in mm 
Arterenoltartrat Mach Tagen gekeimt "Bele Wurzeln 
November 53 
Oe ee oe 4 75 5 4 
Parallelvers. Wasser 4 86 20 27 
Ey i [i er 6 78 14 18 
Parallelvers. Wasser . 6 87 4] 36 
we ila gee gst 8 28 18 
Parallelvers. Wasser . 8 57 50 
Omg. sis wes 10 79 49 28 
Parallelvers. Wasser . 10 88 72 66 
bo ae 12 70 
Parallelvers. Wasser . 12 101 72 
September 53 
AFimpjanbn’. ost istens us + 80 15 16 
SE oe as ae 4 81 
LJamosml 466 i « <, * 7 65 78 
WEDS. %i6) oo ars. 7 81 98 
Lyenvjmne oc..% 2oce 10 78 87 
wetter... 4 52a 10 115 





34 H.v. Euler u. A.-M. Perje, Ark. Kemi etc. Bd. 20 A, Nr.2 [1945]; 
H. v. Euler, Veréffentl. Dtsch. Inst. Stockholm III No. 2 [1945]. 
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Messungen anAdrenochrom sowie mit Nor-adrenalon(4-Amino- 
acetyl-brenzcatechin), wovon je 5 mg in 200 ml Wasser, py 7,3, suspen- 
diert bzw. gelést wurden zur Aufnahme von je 100 Weizenkoérnern, 
ergaben sowohl hinsichtlich der Keimungsgeschwindigkeit als der 
prozentischen Keimfahigkeit wesentlich groBere Effekte als das Arterenol, 
was auf erhebliche toxische Wirkungen dieser Oxydationsprodukte hin- 
deutet. Durch Ascorbinsiaure (8 mg Ascorbinséure per 5 mg Adreno- 
chrom) wurde diese toxische Wirkung auf rund 1/, ihres urspriinglichen 
Wertes reduziert.' 


In chemischer Hinsicht mag hierzu folgendes erwihnt werden: Adrenochrom 
wird durch Ascorbinsaure reduziert; die waBrige Liésung von Adrenochrom wird 
durch Ascorbinsiure, nicht durch Dehydro-ascorbinsaiure*, entfarbt und geht 
in Gelb tiber. 


An Kresse (Lepidium) ergab der Wurzeltest** 3? mit Arterenol in 
Konzentrationen von 1—3 mg Arterenol-tartrat/ml nur geringe toxische 
Wirkungen; mit 10—30 y Arterenol-tartrat/20 ml Lésung 50 Korner, 
trat sogar eine kleine Aktivierung des Wachstums ein. An Gersten- 
wurzeln ruft Arterenol keine Klauenbildung hervor. 


Beschreibung der Versuche 


Brenzcatechin-monochloracetat: Alle friiheren Verfahren® erfordern 
reine Ausgangsstoffe und ganz reines Phosphoroxychlorid, da man andernfalls 
viel Harz erhalt, von welchem das Endprodukt schwer zu befreien ist. Trotz aller 
VorsichtsmaBregeln erhielten wir mit diesen Methoden stets wechselnde Ausbeuten. 
Dagegen gab das folgende Verfahren stets gute Resultate, vermutlich wegen der 
Abwesenheit von POCI,: 

10g Brenzcatechin wurden mit 7ml Chloracetylchlorid auf dem 
Drahtnetz erhitzt, bis die Chlorwasserstoff-Entwicklung einsetzte; nach Entfernung 
der Flamme ging die Reaktion ohne Warmezufuhr weiter. Nach Abschlu8 der 
Chlorwasserstoff-Entwicklung (nach etwa 10 Min.) wurde die Reaktion im siedenden 
Wasserbad in 4 Stdn. zum AbschluB gebracht, wobei sich das Chloracetyl-brenz- 
eatechin in Form kleiner grauvioletter Prismen abschied. Diese wurden aus még- 
lichst wenig siedendem Wasser unter Zugabe von Tierkohle umkristallisiert. 
Ausb. 12—12,5g reine Chloracetyl-Verbindung. 

Brenzcatechin-[f-chlor-propionat] (I): 5g Brenzcatechin wurden 
auf dem Wasserbad mit 4 ml frisch destilliertem (-Chlor-propionsaure- 
chlorid (dargestellt aus B-Chlor-propionsaure und Thionylchlorid) erwirmt. Nach 
beginnender Chlorwasserstoff-Entwicklung lie} man die Reaktion bei 20° in etwa 
30 Min. zu Ende gehen. Durch Aufkochen mit 25 ml Wasser ging ein wenig un- 
verandertes Ausgangsmaterial in Lésung. Nach dem Erkalten wurde die waBrige 


35 Uber Dehydro-ascorbinsaure siche H. Hassel quist, Ark. Kemi 6 [1953/54], 
im Druck. 

36 Zur Methodik des Wurzelrestes mit Lepidium siehe H. v. Euler u. A. M. 
Perje*4. Bekannt sind viele Enzymhemmungen durch Chinone und dem- 
entsprechend viele toxische Wirkungen, die sich auch bei der Samenkeimung 
geltend machen (H.v. Euler, H. Hasselquist u. U. Léév, Ark. Kemi etc. 
25 A, No. 14 [1948]). 

37 Wir haben uns auch des Kressenwurzeltestes in der Ausfiihrungsform von 
F. Moewus, Biol. Zbl. 68, 119 [1949], bedient. 

38 EF. Ott, Ber. dtsch. chem. Ges. 59, 1071 [1926]; H. Hobermann, J. Amer. 
chem. Soc. 57, 1382 [1935]. 
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Lésung abdekantiert, das restliche hellbraune Ol wurde in Benzol aufgenommen, 
mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und filtriert. Nach Abdunsten des 
Benzols wurde das O01 wiederholt mit Petrolather ausgekocht. Aus den gesammelten 
erkalteten Extrakten wurde durch Reiben das Reaktionsprodukt zum Auskristaili- 
sieren gebracht. Das Rohprodukt bildete farblose Nadeln vom Schmp. 72—74° 
(ohne Zers.). Durch zweimalige Umkristallisierung stieg der Schmp. auf 76—76,5°, 
Leichtléslich in den meisten organ. Lésungsmitteln, auBer Petrolather; schwerlis- 
lich in Wasser. Mit Eisen(III)-chlorid farbt sich die alkoholische Lésung griin, 


C,H,O,Cl Ber. C 53,88 H 4,52 C117,67 Gef. C 54,40 H 4,72 C1 17,37 


Umsetzungsprodukt von /-Arterenol mit Salicylaldehyd: 425 mg 
l-Arterenol, in 1 ml 96-proz. Alkohol aufgeschlammt, wurden mit 0,31 ml 
Salicylaldehyd versetzt. Beim Erwarmen auf dem Wasserbad ging in 5 Min. 
alles mit gelber Farbe in Lésung. Nach Abkiihlung wurde durch Zusatz von 10 ml 
Benzol ein gelbes 01 ausgefallt. Nach Waschen mit weiteren 10 ml Benzol wurde 
das Olin 0,5 ml Methanol gelést. Nach 24-stdg. Aufbewahren bei Zimmertemperatur 
kristallisierten gelbe Prismen aus, die nach Waschen mit wenig Methanol bei 
203—206° (unter Zers.) schmolzen. Das Rohprodukt (110 + 40 mg) wurde aus 
Methanol umkristallisiert. Diese Substanz, Schmp. 210—211° (unter Zers.), ist 
schwerléslich in Wasser, Petrolither und Athanol, léslich in Alkali mit intensiv 
gelber Farbe. Mit Eisen(III)-Chlorid gibt sie in alkohol. Lésung zuerst eine 
schmutzig-griine Lésung, die nach einigen Minuten in Rotviolett iibergeht. 

Die alkalische Lésung fluoresciert im UV nur schwach griin-gelb. 

Umsetzungsprodukt (IIa oder IIb) von /-Arterenol mit Brenz- 
traubensaure: | g saures Tartrat des /-Arterenols in 1 m] Wasser wurde mit 
lml Brenztraubensaiure 3Stdn. auf dem siedenden Wasserbad gehalten. 
Die gelbbraune Lésung wurde mit wenig Methanol auf dem Wasserbad zur Trockne 
verdampft. Die so erhaltene zihe Masse wurde in 5 ml Methanol gelést und vor- 
sichtig mit Athylacetat versetzt, wobei ein gelbbraunes mikrokristallinisches 
Pulver ausfiel, das mit wenig Athylacetat gewaschen wurde. Ausb. an Rohprodukt 
120 mg vom Schmp. 281° (Zers.). Durch Umkristallisieren aus Eisessig-Benzol 
entstanden hellbraune kleine Prismen vom Schmp. 285° (IIa oder IIb). Diese 
sind ziemlich schwer léslich in allen iiblichen organ. Lésungsmitteln und in Wasser, 
léslich in siedendem Eisessig und in Alkali. Beim Schiitteln der alkalischen Lésung 
in Luft tritt eine starke blaugriine Fluorescenz auf, wie bei Adrenalin, die noch 
in der Konzentration 1ly/1ml deutlich ist. 

Mit Eisen(III)-chlorid farbt sich die alkohol. Lésung violettrot, im Gegen- 
satz zu der des Adrenalins. 


C,3H,;0;N Ber. C 58,86 H5,70 N5,28 Gef. C 58,93 H5,87 N 5,45 


Zusammenfassung 

Auf Grund friiherer eigener Ergebnisse und Angaben anderer 
Forscher tiber krebshemmende und mitosenhemmende Wirkungen von 
Adrenalin wurden Oxydationsreaktionen und Oxydationsstufen dieses 
Hormons besprochen und Derivate von oxydierten und nicht-oxydierten 
Catecholen, besonders des Nor-Adrenalins (Arterenols) dargestellt und 
auf toxische, cytostatische und cancerostatische Wirkungen gepriift. 

Neu dargestellt wurden (auBer Zwischenprodukten wie Brenz- 
catechinester des Chlorproprionsdurechlorides) Arterenol-Derivate teils 
durch Einwirkung der freien Aminogruppe auf die Carbonylgruppe von 
Aldehyden und Ketosiiuren, z.B. Formaldehyd, Salicylaldehyd und 
Brenztraubensaure, teils durch Einwirkung von Saurechloriden, z. B. 
Nicotinsaéurechlorid auf Endiolhydroxyle. 
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An Ratten mit Jensen-Sarkomen konnten durch Adrenalin- und 
Arterenol-Derivate keine Tumorhemmungen mit Sicherheit festgestellt 
werden. 

An Yoshida-Ascites-Sarkomen war die Hemmung durch Adreno- 
chrom eindeutig, dagegen steht der Grad der Spezifitat noch nicht fest. 

Im Keimungstest an Gerste und Weizen zeigten Adrenochrom 
und Nor-Adrenalon (Amino-aceto-brenzcatechin) erheblich gréBere 
toxische Wirkung als Nor-Adrenalin (Arterenol). 


Der Nachweis von Barbituraten 
Von 
G. Hiibner und E. Pfeil 


Aus dem Chemischen Institut und dem Institut fiir ger‘chtl‘che und soziale Medizin 
der Philipps-Universitit Marburg a. d. Lahn 


(Der Schriftle‘tung zugegangen am 7. Februar 1954) 


Nachweis und Trennung von Gemischen der als Schlafmittel 
wichtigen Barbitale gelingen mit Hilfe der Papierchromatographie. 
Geeignet als bewegliche Phase sind Alkohol-Wasser-Ammoniak-Ge- 
mische. Bei Verwendung niederer Alkohole unterscheiden sich die 
Ry-Werte allerdings nur wenig voneinander!. Am besten hat sich eine 
Mischung von gleichen Teilen Butanol und Amylalkohol bewahrt, die 
mit konz. Ammoniak durchgeschiittelt und abgetrennt wird. Die Ry- 
Werte schwanken etwas mit dem Ammoniakgehalt der organischen 
Phase und damit auch mit der Temperatur. Das mindert den Wert 
der Methode jedoch nicht, da immer die Moéglichkeit besteht, eine oder 
mehrere Vergleichssubstanzen mitlaufen zu lassen. Bei unseren Ver- 
suchen haben wir nach der absteigenden Methode gearbeitet. Als Papier 
verwenden wir ausschlieBlich 2045b von Schleicher & Schill, das 
etwas langsamer aufsaugt als die Standardpapiere, aber gute Trennungen 
ergibt. 

Zum Sichtbarmachen iiberspriihen wir das entwickelte und ge- 
trocknete Chromatogramm mit einer 1-proz. alkoholischen Lésung von 
Kobaltnitrat, trocknen gut bei 80° (1—2 Min.) und raéuchern mit Mor- 
pholin, Piperidin oder Isopropylamin. Es geniigt, das Papier iiber eine 
flache Schale mit der Base zu legen und mit einer Glasplatte zu be- 
decken. In kurzer Zeit erscheinen die violetten Flecke des Kobalt- 

1 Nach Fertigstellung dieser Arbeit erhielten wir Kenntnis von der Ver- 
éffentlichung von E. J. Algeri u. I. T. Walker (Amer. J. clin. Pathol. 22, 37 
[1952]). Sie verwendeten Butanol-Ammoniak, mit dem nur unvollkommene 
Trennungen zu erreichen sind, und eine andere Nachweisreaktion als wir. 
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Rr-Werte der gebrauchlichen Barbiturate in verschiedenen Lésungsmitteln, 
Papier 2045b S & 8; Mittelwerte aus mehreren Versuchen. 


SEA Ae &. 



















































I | Veronal (Diathyl-barb.) .. . 0,77 0,69 0,58 0,31 
I 


a Realising 0,34 
III | Luminal (Phenyl-athyl-barb.) . 0,70 0,67 0,56 0,39 
IV | Phanodorm (Cyclohexenyl- 
athyl-barb.) ....... 0,81 0,49 
V | Phenyl-allyl-barb.. . .... 0,69 0,77 0,61 0,50 
VI | Isopropyl-allyl-barb.. . . .. 0,52 
VII | Pernocton (sek-Butyl-$-brom- 
allyl-barb.). . ...... 0,55 
VIII | Noctal (Isopropyl-brom-pro- 
penyl-barb.) ....... 0,56 
IX | Medomin (Cyclohepteny]- 
athyl-barb.) ....... ; 0,63 0,64 
X | Prominal (N-Methy]-athyl- 
phenyl-barb.). ...... 0,84 0,80 0,75 U,68 
XI | Evipan (Cyclohexenyl-methy]- 
N-methyl-barb.) ..... 0,88 0,87 0,76 0,70 


Lésungsmittel A = Athanol-konz. Ammoniak 95:5, B 
Ammoniak 95:5, C = Butanol-konz. Ammoniak 90:10, D 
Butanol 1:1 mit konz. Ammoniak durchgeschiittelt. 

















= Isopropanol- 
= Amylalkohol- 


komplexes. Nach ein bis zwei Tagen blaBt die Farbe aus; sie kann aber 
durch erneutes Rauchern iiber einer der Basen wieder hervorgerufen 
werden. 

Diese sog. Zwikkersche Reaktion wird auch von den Sulfonamiden 
gegeben?. Sie bleiben aber beim Ausschiitteln bei py 3 in der waBrigen 
Phase und stéren daher den Nachweis der Barbiturate nicht, die unter 
diesen Bedingungen glatt in den Ather gehen. 

Wenn man nur aus schwach saurer Lésung ausschiittelt, konnen 
Sulfonamide, da sie mit ahnlichen Ry-Werten wandern wie die Barbi- 
turate, zu Verwechslungen AnlaB geben. Sie lassen sich aber im Chro- 
matogramm durch Besprihen mit einer diinnen Lésung von Dimethyl- 
aminobenzaldehyd (Ehrlichs Reagens) sichtbar machen. Die vor- 
geschlagene Arbeitsweise ist daher grundsiatzlich auch fiir den Nachweis ' 
der Sulfonamide verwendbar. 

II bleibt, da es eine basische Gruppe enthalt, bei py 3 mit in der 
waBrigen Phase. Es kann von den Sulfonamiden nicht abgetrennt 
werden. Die Trennung von den iibrigen Barbituraten ist dagegen leicht 
moglich. 

V, VI, VIII, IX und XI enthalten Athylenbindungen. Beim Uber- 
spriihen des getrockneten Chromatogramms mit einer 0,1-proz. Losung , 
von Kaliumpermanganat in Aceton erscheinen daher an den Stellen, 
wo diese Barbiturate sitzen, in wenigen Sekunden helle Flecke auf 


2 W.Mobrschulz, Siiddtsch. Apotheker-Ztg. 90, 335 [1950]. 
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rétlich-violettem Grund. Auch II gibt die gleiche Reaktion. Nach etwa 
10 Min. verblaBt die Farbung, da auch das Papier vom Permanganat 
angegriffen wird. Die Reaktionsfihigkeit der einzelnen Barbiturate ist 
verschieden. Es reagieren Allyl-phenyl- und Allyl-isopropyl-barbitur- 
siure vor Medomin, Phanodorm, Noctal, Eldoral, Evipan. WéaBrige 
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Molare Extinktion Hm einiger Barbitursiuren in Methanol. 


Permanganatlésung gibt das gleiche Resultat, lediglich Phanodorm 
wird davon nicht oxydiert. 

Die Grenze der Nachweisbarkeit liegt fiir beide Reaktionen im 
Chromatogramm bei 25 y Barbiturat. 

Zum Nachweis wird man in den meisten Fallen die Barbiturate 
aus Organen oder Organfliissigkeiten zu isolieren haben. Bei ersteren 
bedienten wir uns mit Vorteil der Extraktionsmethode von Goldbach 
und Opfer-Schaum’. EiweiBfreie Flissigkeiten kann man direkt 
auf py 3 bringen und mit Ather erschépfend extrahieren. Den Riick- 
stand des Atherextraktes lést man in Methanol und gibt ihn tropfen- 
weise auf die Startlinie des Papieres. ZweckmaBig wird eine Losung 


3H. J. Goldbach u. R. Opfer-Schaum, Klin. Wschr. 27, 706 [1949]. 
15* 
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von Vergleichssubstanzen mit aufgebracht. Bewahrt hat sich eine 
Lésung von je 1% Veronal, Luminal, Phanodorm und Evipan in 
Methanol. 

Der Nachweis der Barbiturate kann durch Aufnahme des UV- 
Absorptionsspektrums erhartet werden. Die Barbitale zeigen im UV 
in neutraler oder schwach saurer Loésung keine Maxima‘. Die Ab- 
sorption nimmt nach kiirzeren Wellenlangen hin stetig zu. Die Spektren 
unterscheiden sich aber in einzelnen Fallen soweit voneinander, daB sie 
eine Identifizierung erlauben. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die freund- 
liche Uberlassung eines Spektrometers. 


* St. Goldschmidt u. Mitarbb., diese Z. 292, 125 [1953]. 


Uber Sauerstoff-Aufnahme und Glykogengehalt verschiedener 
Rattenzwerchfellanteile 


Von 
Horst Frunder 


Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Leipzig 
Direktor: Prof. Dr. med. et phil. E. Strack 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Janu.r 1954) 


Rattenzwerchfellgewebe wird in groBem Umfang zu Kohlenhydrat- 
stoffwechsel-Untersuchungen benutzt. Besonders in den letzten Jahren 
sind viele Arbeiten tiber den EinfluB des Insulins u.a. Hormone auf 
die Glykogenbildung im Rattenzwerchfell erschienen!. Die biologische 
Streuung ist bei diesen Versuchen meist auBerordentlich groB, so daB 
auch trotz Einhaltung genauer Arbeitsbedingungen oft keine sicher 
reproduzierbaren und eindeutigen Ergebnisse zu gewinnen sind?. Es 
wird hierfiir insbesondere die waihrend der Gewebepraparation unver- 
meidliche, aber bei den verschiedenen Untersuchern unterschiedlich 
lange Zeit der Anaerobiose, die dem eigentlichen aeroben Versuch 
vorausgeht, verantwortlich gemacht ®. 


1C. A. Villee, V.K. White u. A. B. Hastings, J. biol. Chemistry 195, 
287 [1952]; W.C. Stadie, N. Haugaard u. M. Vaughan, J. biol. Chemistry 
199, 729 [1952]; W. C. Stadie, N. Haugaard u. J. B. Marsh, J. biol. Chemistry 
198, 785 [1952]. 

2 J.Groen, C.E.Kamminga, A. F.Willebrands u. J. R. Blickman, 
J. clin. Invest. 31, 97 [1952]; M. Perlmutter, S. Weisenfeld u. M. Mutson, 
Endocrinology 50, 442 [1952]; J. H. Ottaway, Biochim. biophysica Acta 11, 443 
[1953]; C.R. Park, ,,Phosphorous Metabolism‘* Vol. II, 1953, John Hopkins 
Press, Publishers. 
3 E. Walaas u. O. Walaas, J. biol. Chemistry 195, 367 [1952]. 









~~ — DP fF. rn *., 


Tree 








(1954) 


eine 
nm in 


UV. 
UV 
Ab. 

‘tren 
B sie 


und- 











Sauerstoff-Aufnahme und Glykogengehalt 229 





Bd. 296 (1954) 


Diese groBe Streuung bei Rattenzwerchfellgewebe im Hinblick auf 
die Glykogenbildung ist Veranlassung, Befunde iiber unterschiedliche 
Sauerstoffaufnahme und Glykogengehalt in den verschiedenen Anteilen 
des Zwerchfelles mitzuteilen. Differenzen im Qo,und Glykogengehalt 
sind in verschiedenen Abschnitten des gleichen Zwerchfelles recht er- 
heblich (bis zu 50%). Im folgenden wird gezeigt, daB sie jedoch nicht 
unregelmaBig erscheinen, sondern da8 bestimmte Abschnitte stets mehr 
Sauerstoff aufnehmen und weniger Glykogen enthalten als andere. 
Durch geeignete Kombination entsprechender Zwerchfellanteile lassen 
sich daher diese Differenzen bei den tblichen Doppelbestimmungen 
weitgehend vermindern. Die Ergebnisse werden dadurch besser repro- 
duzierbar, und es ist zu vermuten, daB ein solches Vorgehen auch bei 
anderen Stoffwechseluntersuchungen am Rattenzwerchfell die Befunde 
gleichmaBiger werden 1aBt. 


Methodik 


WeiBe, normal ernahrte Inzuchtratten von 90—115 g Gewicht ohne Hunger- 
periode und nach 24 Stdn. Nahrungskarenz. Gewinnung der Gewebeschnitte, 
Suspensionsfliissigkeit mit 0,01-m. BTS-Na und Messung der Sauerstoff-Aufnahme 


ventral 


Abb. 1. Prapariertes Ratten- : i) 


zwerchfell, von der Abdomi- 
nalseite aus gesehen. 


dorsal 


wie friiher beschrieben*. Das Zwerchfell wurde méglichst schnell im ganzen heraus- 
prapariert und mit der Abdominalfliche nach oben, dem dorsalen Schnittrand 
zum Praparator in eine mit eiskalter Ringerlésung gefiillte Petrischale gebracht. 
Wie aus Abb. 1 ersichtlich, wurden verschiedene Anteile (mit I—IV bezeichnet) 
herausgeschnitten und jeder in ein ReaktionsgefaB iibergefiihrt. Einsetzen der 
beschickten Atmungsglischen in den Thermostaten von 40°C 5 min nach Tétung 
des Tieres. 

Glykogenbestimmung: Die Zwerchfellanteile I+ III und II +I1V 
von je 6 Tieren wurden nach Préparation und Wiegen im Kiihlraum gesondert 
sofort in heiBe 60-proz. Kalilauge zur Glykogenbestimmung nach Simonovits® 
eingebracht. AnschlieBend wurde der Zucker bestimmt nach Somogyi-Nelson, in 
der Modifikation von Frank und Kirberger‘. 


4H. Frunder, diese Z. 291, 184 [1952]. 
5 §. Simonovits, Biochem. Z. 265, 437 [1933]. 
6 H. Frank u. E. Kirberger, Biochem. Z. 320, 359 [1950]. 















930 Horst Frunder, Bd. 296 (1954) 


Ergebnisse 


Die Sauerstoffaufnahme der mit I—IV bezeichneten Zwerchfellab- 
schnitte (siehe Abb. 1) wurde gesondert untersucht. Mit der Methode 
der Streuungszerlegung nach Fisher’ ergab sich eine signifikant gréBere 
Streuung zwischen den einzelnen Zwerchfellabschnitten, als sie der 
Fehlerstreuung innerhalb des gleichen Zwerchfellanteiles entsprach 
(Q = 5,3). Es liegen also zwischen den einzelnen Zwerchfellabschnitten 
gesicherte Unterschiede in der Sauerstoffaufnahme vor. Die beiden 
hinteren Abschnitte (I + III) nehmen rund 20% mehr Sauerstoff auf 
als die mittleren Anteile (II + IV). Sie sind in der Regel dinner als die 
mittleren. Um einen méglichen Einflu8 der Schnittdicke auszuschlieBen, 
wurde daher eine Gruppe von kleineren 50—75 g schweren Tieren in 
gleicher Weise untersucht. 


Tab. 1. Qo, verschiedener Zwerchfellabschnitte weiBer Ratten von 90—115¢ 
und 50—75 g Gewicht. 





ma i._3s QP Se OLS la 











Gewicht | Zwerehfell- | 4 Stenledsbw. | Difforens | Signifikane 
abechnitt | Zahl d. Best. in () m. t-Test P 
| i673 £213 (47) | 244217/ <0,001 
muse | © ME] Beas | a50c204] 000 
mii | isss 1234 (a) | 32 < 0,001 
SES fan | <o00t 
th mii | 1838 eis 1 3 < 0,001 














Auch in dieser Gruppe war die Sauerstoffaufnahme der hinteren 
Zwerchfellanteile signifikant héher als die der mittleren (siehe Tab. 1). 
Die vorderen Zwerchfellanteile A—D (siehe Abb. 1) haben im Mittel 
einen etwas geringeren Qo, als die mittleren Anteile (II + IV). Die Ab- 
weichungen vom Mittelwert nach beiden Seiten kénnen hier im Einzel- 
fall jedoch betrachtlich und unregelmaBig sein. Daher wurden die Ab- 
schnitte A—D fiir Atmungsmessungen nicht weiter benutzt. 

Auch bei Mausezwerchfellen ist der Qo, der vorderen Halfte erheb- 
lich kleiner (etwa 25%) als der der hinteren Halfte. Da beide Seiten 
jedoch gleichmaBig atmen, spielen diese Unterschiede keine Rolle, 
wenn — wie tiblich — ein Reaktionsgefaif mit einem vollstandigen 
Hemidiaphragma beschickt wird. 

Die Glykogenmenge des ganzen Hemidiaphragmas ist innerhalb 
der Fehlergrenze auf beiden Seiten nahezu gleich. Aber im Glykogen- 


7 in E. Weber: ,,GrundriB der biologischen Statistik’‘. G. Fischer, Jena 
1948, S. 183ff. 
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gehalt der verschiedenen Zwerchfellabschnitte finden sich zum Teil 
nicht unbetrichtliche Differenzen (siehe Tab. 2). Er ist in der Mitte 
durchschnittlich 14% héher als hinten. Gerade die Abschnitte mit 
gréBerer Sauerstoffaufnahme haben bei ernahrten Tieren einen signifi- 
kant niedrigen Glykogengehalt. Dies 1a8t sich mit der unterschiedlichen 
Stoffwechselaktivitét zwanglos erkliren. Bei Hungertieren lassen sich 
die beobachteten Differenzen statistisch jedoch nicht sichern (siehe 
Tab. 2). 


_ Tab. 2. Glykogengehalt verschiedener Zwerchfellabschnitte in % Frischgewicht 


(weiBe Ratten von 90—115 g Gewicht) 




















Zwerchfell- Mittelwert : 
abachnitt | Zahl d. Best. in () | Differenz P 
; 1+ 0,266% (13 
emahrte Tiere | 47 ; oe 0'303%° ist 0,037* | <0,001 
' 1+ III 0,124 (7) 
Hungertiere Il +1V 0,142 (7) 0,018 > 0,02** 


* Die Grenzdifferenz® betragt hier fiir 12 Freiheitsgrade und P=1% 


3,055 « 8g = 0,0143. 
ag = |/2% — 4: ~4 _ 0,00467 
n(n—1) 


** nicht signifikant. 


Um bei Vergleichsmessungen die vorhandenen Unterschiede im 
Qo, und Glykogengehalt weitgehend auszuschalten, empfiehlt es sich 
daher, bei den tiblichen Doppelbestimmungen regelmaBig I und II den 
Anteilen III und IV gegeniiberzustellen. Benutzt man Tiere tiber 90 g 
Gewicht, so mu8 weiter die signifikant niedrigere Atmung im Anteil IV 
ausgeschaltet werden. Dies ist am besten dadurch zu erreichen, daB ab- 
wechselnd die eine und die andere Gruppierung als Bezugsgr6Be benutzt 
wird. 


Zusammenfassung 


1. Die Sauerstoffaufnahme der hinteren Zwerchfellabschnitte ist 
gréBer als in den vorderen und mittleren Anteilen. 

2. Der Glykogengehalt der stirker atmenden hinteren Anteile ist 
deutlich geringer als in der Mitte. 

3. Zur Vermeidung gréBerer Streuungen wird vorgeschlagen, die 
Zwerchfellanteile so anzusetzen, daB sich diese Differenzen ausgleichen. 


8 Frau Prof. Dr. E. Weber, Jena, danke ich sehr fiir die Angaben zur Be- 
rechnung der Grenzdifferenz. 









939 F, G. Fischer und Helmut Dérfel, Bd. 296 (1954) 


Adenosin im Gift der Puffotter Bités arietans 
(Schlangengifte I) 
Von 
F., G. Fischer und Helmut Dérfel 
Aus dem Chemischen Institut der Universitit Wirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Miirz 1954) 


Bei der Untersuchung des Giftes der afrikanischen Puffotter (Bitis 
arietans) fiel uns auf, daB das eingetrocknete Sekret — in der Haupt- 
menge ein Protein-Gemisch — im Gegensatz zu einigen anderen von 
uns naher gepriiften Schlangengiften eine starke rotviolette Farbung 
mit «-Naphthol-Schwefelsiure nach H. Molisch und eine Blaugriin- 
farbung mit Orcin-Salzsaure nach B. Tollens gibt. 

Durch papierchromatographische Aufteilung des sauer hydroly- 
sierten Rohgiftes 1aBt sich Ribose als einzige im Hydrolysat vorhan- 
dene Kohlenhydrat-Komponente nachweisen. 

Nach Fiallung der Hauptmenge der Proteine mit Trichloressigsiure 
weist eine Lésung des Giftes ein Absorptionsmaximum bei 260 my auf, 
bei einer Wellenlinge also, welche die Anwesenheit von Purinen oder 
Pyrimidinen, irisbesondere von einem Adenin-Derivat vermuten laBt. 
Das saéurehydrolysierte Gift enthalt tatsichlich Adenin, wie sich nach 
papierchromatographischer Verteilung durch Abtasten des Papier- 
streifens mit Licht der Wellenlainge von 260 mu und Vergleich mit Chro- 
matogrammen der bekannten, in Nucleins#-1ren vorkommenden Purine 
und Pyrimidine nachweisen lieB. 

Weder die Ribose noch das Adenin sind im Gift als solche enthalten, 
wie sich — abermals durch Papierchromatographie — genau feststellen 
1aBt; sie werden erst durch die Einwirkung der Saure frei. Chromato- 

graphiert man unvorbehandeltes Rohgift, so wandert die ribosehaltige 
und bei 260 mu maximal absorbierende Verbindung vdllig einheitlich 
und zeigt sich als identisch mit einem Adenosin-Vergleichspraparat. 

Es ist fiir mehrere Schlangengifte bekannt und auch insbesondere 
fiir das Giftsekret von Bitis arietans nachgewiesen!, daB wirksame Phos- 
phatasen darin sind. Diese Phosphomono- und di-esterasen haben in 
vielen Untersuchungen zum dephosphorvlierenden Abbau von Poly- 
nucleotiden und Mononucleotiden gedient. Es erschien daher méglich, 
daB das im eingetrockneten Giftpriiparat aufgefundene Adenosin als 
nucleosidisches Spaltstiick primiérer Nucleoproteid-Bestandteile des 
Giftsekrets entstanden wire. Wir haben daher in den Chromatogrammen 

eingehend nach den anderen Nucleosiden und auch nach den Nucleo- 
tiden und den zugehérigen Basen gefahndet. 


2 J.M. Gulland u. E. M. Jackson, Biochem. J. 82, 590 [1938], u. friihere 
Arbeiten anderer Autoren. 
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Zur quantitativen Untersuchung der Papierstreifen im UV-Licht 
diente uns das Beckman-Spektrophotometer DU mit einem selbstge- 
bauten Zusatzgerat, das die Lage der Flecken und ihrer Absorptions- 
maxima genau festzustellen erlaubt. In dieser Weise hatten wir auch den 
qualitativen Nachweis von Adenin im Gift-Hydrolysat und von Adenosin 
im Rohgift gefiihrt. 


Durch Vergleich mit den auf gleichem Papierbogen entwickelten 
Chromatogrammen der entsprechenden Substanzen konnte im sauren 
Hydrolysat die Anwesenheit von Uracyl, Cytidin, Uridylsdure und Cyti- 
dylsiure ausgeschlossen werden. Guanin, das mit niederem Ry-Wert 
in der Nahe des Startpunktes verbleibt, lieB sich in diesen Versuchen 
nicht sicher ausschlieBen. Die Untersuchung der Papierstreifen, auf 
denen das unvorbehandelte Rohgift chromatographiert worden war, 
gestattete jedoch den sicheren SchluB, da Adenosin der einzige nucleo- 
sidische Bestandteil ist und daB auch Nucleotide abwesend sind. Andere 
im Bereich von 250—270 mu absorbierende Stoffe kénnten nach unseren 
Messungen héchstens zu 10% der Adenosin-Menge in dem Giftsekret 
enthalten sein. Als Vergleichssubstanzen zogen wir sowohl Adenosin 
und Guanosin, wie Guanylsiure, Uridylsiure, Cytidylsaure, Adenosin- 
2’-phosphorsaure und Adenosin-3’-phosphorsiure heran. 


Das nachgewiesene Adenosin kann also nicht durch fermentative 
Spaltung etwaiger Ribonucleinséuren des Bitis-Giftes nach erfolgter 
Sekretion entstanden sein, z. B. beim Eintrocknen des Sekrets. 

Die quantitativen Bestimmungen des Nucleosids und seiner Spalt- 
stiicke erharteten diese SchluBfolgerung: Die Ribose wurde auf dem 
Papierstreifen durch Umsetzen mit Triphenyltetrazoliumsalz und Photo- 
metrierung des gebildeten Formazans bestimmt?; die Mengen von Ade- 
nin im Hydrolysat und Adenosin im Rohgift wurden durch Messung der 
maximalen Absorptionen der Chromatogramm-Flecken im Vergleich zu 
jenen von mitgewanderten Bezugssubstanzen ermittelt (Maximum- 
Density-Methode’). 


Wir fanden im lufttrockenen Gift 11,8°% Adenosin; da dieses noch 
7,1% Wasser enthalt, besteht das véllig getrocknete Gift zu 12,7% aus 
dem Nucleosid. Im Gift-Hydrolysat fanden wir 5,7% Ribose und 6,3% 
Adenin (auf die Einwaage von lufttrockenem Gift bezogen). Aus der er- 
mittelten Adenosin-Menge wiirden sich 6,6% Ribose und 5,9% Adenin 
errechnen. Das gefundene Adenosin ist also als Muttersubstanz der Pen- 
tose durchaus zureichend, ebenso auch als Muttersubstanz des Ade- 
nins, das héchstens zu 7% aus anderen Verbindungen, etwa aus Adenyl- 
siure, stammen k6énnte. 

Wenn auch die Bildung des Adenosins aus Ribonucleinsaiuren nach 
der Sekretion des Giftes durch diese Bestimmungen ausgeschlossen war, 





2 F. G. Fischer u. H. Doérfel, diese Z., im Druck. 
3 R. J. Block, Analytic. Chem. 22, 1327 [1950]. 
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so blieb doch die Méglichkeit, daB das Nucleosid aus einer im Giftsekret 
zunachst enthaltenen Adenosinphosphorsaure entstiinde*. 

Wir lieBen uns daher eine lebende Puffotter zusenden®, entnahmen 
ihr durch Driicken auf die Giftdriisen etwas des durch die Giftzaihne 
flieBenden Sekrets und trockneten es innerhalb weniger Minuten im 
Hochvakuum. Vor der Chromatographie wurde dieses Trockengift ge- 
lést und sofort zur Inaktivierung der Phosphatasen 5 Min. auf 100° er- 
hitzt. Aber auch darin war nur Adenosin (ermittelt wurden 11%), keine 
Adenosinphosphorsaure zu finden. 

Kin weiterer und endgiiltiger Beweis gegen die Méglichkeit der pri- 
maren Sekretion einer Adenosinphosphorsiure ist die im Rohgift ins- 
gesamt vorhandene Menge Phosphorsiure. Der Phosphorgehalt des 
scharf getrockneten Giftes wurde (von W.P.Neumann) zu 0,38% 
bestimmt. Falls Adenosin aus einem Adenosinmonophosphat entstiinde, 
wiirden den 12,64% Nucleosid 1,47% P entsprechen. Selbst unter der 
(sicherlich nicht zutreffenden) Annahme, daB die Phosphorsiéure des 
Rohgiftes durchweg frei und ausschlieBlich aus Adenylsiure gebildet 
sei, kénnte nur 1/, der gefundenen Adenosin-Menge phosphoryliert ge- 
wesen sein. 

Wir halten es daher fiir gesichert, daS Adenosin (zumindest in 
seiner Hauptmenge) als solches von den Giftdriisen von Bitis arietans 
ausgeschieden wird. Cytologische Untersuchungen der sekretbildenden 
Vorginge in diesen Driisen sind unseres Wissens bisher nicht ausgefihrt 
worden. Die an den Giftdriisen anderer Viperiden gemachten histo- 
logischen Beobachtungen® 7 tragen wenig bei zur Deutung der bei der 
Puffotter nachgewiesenen KEigentiimlichkeit der Sekret-Zusammen- 
setzung. 

Die naheliegende Frage, ob Adenosin auch in den Sekreten der Gift- 
driisen anderer Schlangen enthalten sei, konnten wir bisher nur an einer 
beschrankten Anzahl von Beispielen nachpriifen*. Wir fanden, daB das 
Giftsekret von Dendraspis viridis, der ,,griinen Mamba‘‘ West- und Siid- 
afrikas, ebenfalls Adenosin enthalt, und zwar zu 2,6% der Trockensub- 
stanz. Auch hier wurde der Nachweis und die quantitative Bestimmung 
durch Photometrierung der Streifen von Papierchromatogrammen mit 
Licht der Wellenlinge von 260 my ausgefiihrt (Maximum-Density- 
Methode). 

4 Die stufenweise erfolgende Dephosphorylierung der Adenosintriphosphor- 
siure durch Cobra-Gift ist jiingst wieder untersucht worden: M. Johnson, 
M. A. G. Kaye, R. Hems u. H. A. Krebs, Biochem. J. 54, 625 [1953]. 

5 Sowohl das Trockengift wie die lebende Otter bezogen wir von Herrn Fer- 
ruccio Trevisiol, Asmara, Eritrea, dem wir fiir die stets freundliche Bereit- 
willigkeit danken, mit der er auf unsere Wiinsche einging. 

6 M. Phisalix, Animaux venimeux et venins, Vol. IT, 8. 407, Paris 1922. 

7 P. Boquet, Venins de serpents et antivenins, S. 29, Paris 1948. 

8 Wir verdanken kleine Mengen von Trockengift-Praparaten der oben ge- 
nannten Schlangen (mit Ausnahme der beiden Colubriden und von Echis carinatus) 


der Freundlichkeit von Herrn Prof. W. Neumann, Pharmakologisches Institut 
unserer Universitat. 
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Die Gifte folgender Schlangen geben zwar eine mehr oder weniger 
starke Zucker-Reaktion nach Molisch, enthalten jedoch kein Nucleosid 
oder Nucleotid, wie ebenfalls durch UV-Durchstrahlung ihrer Papier- 
chromatogramme gesichert werden konnte: Vipera ammodytes, Vipera 
Russellii, Echis carinatus, Agkistrodon piscivorus, die 6 Bothrops-Arten 
B. iararacusst, B. alternatus, B. atrox, B. neuwiedii, B. cotiara und B. 
iararaca. Keine Zucker-Reaktion nach Molisch geben die Gifte der beiden 
Cobra-Arten Naja haje und Naja nigricollis und jene der fiinf Klapper- 
schlangen Crotalus terrificus, C.atrox, C.horridus, C. viridis und C. 
adamanteus. 

Irgendwelche Beispiele einer Adenosin-Ausscheidung durch driisige 
Organe anderer Tiere haben wir in der Literatur nicht finden kénnen. 

Eine weitere Frage dringt sich auf, nimlich ob das Adenosin an den 
physiologischen Wirkungen des giftigen Sekrets der Puffotter teilhat. 
Nach Grasset und Mitarb.® ist Bitis arietans ,,the classical example of 
African viper and the cause of most fatalities and disabilities from vi- 
perine snake bites“. Die von ausgewachsenen Tieren aus einem ,,BiB* 
zu gewinnende Giftmenge betrigt durchschnittlich 180 mg Trocken- 
substanz, in Einzelfallen bis zu 750 mg ®. Das Gift wirkt sowohl ,,haemo- 
toxisch‘‘ wie ,,neurotoxisch“; es ist nachgewiesen, daB sofort nach seinem 
Eindringen in das Opfer dessen arterieller Blutdruck sich stark senkt? 1°. 

Die Adenosinphosphorséuren und das Adenosin zeichnen sich 
physiologisch vor den anderen Purinderivaten durch ihre starke 
blutdrucksenkende Wirkung aus. Nach Haas! geniigen schon 0,05 mg 
Adenosin pro kg, um an der dekapitierten Katze (nach dem Trendelen- 
burgschen Verfahren) eine sicher erkennbare Blutdrucksenkung (von 
5 mm Hg) herbeizufiihren. Kartoune?® maB z. B. bei einem Kanin- 
chen von 2,5 kg Gewicht nach intravenéser Injektion von 1 mg Bitis 
arietans-Gift eine maximale Senkung des Carotis-Blutdrucks von 19 mm 
Hg. Die Vermutung, daB die plétzliche Blutdrucksenkung durch Bitis- 
Gift mit allen ihren Folgen fiir das Opfer zum Teil auf die Adenosin- 
Wirkung zuriickgeht, wird sich experimentell priifen lassen. Da jedoch 
starke Blutdruck-Senkung auch von weiteren, sicherlich nicht adenosin- 
haltigen Schlangengiften und auch von anderen Proteinen hervorge- 
rufen wird, léBt sich nicht erwarten, daB sie beim Bitis-Gift einzig auf 
das Adenosin zuriickzufiihren wiare?*. 

Nachdem wir wuBten, da8 Adenosin rund 1/, des Puffotter-Trocken- 
giftes ausmacht und daB es dessen einzige nucleosidische Komponente 
ist, war es tibrigens einfach, es aus etwa 70 mg Rohgift in Substanz zu 


® E. Grasset, A. Zoutendyk u. A. Schaafsma, Trans. Roy. Soc. trop. 
Med. Hyg. 28, 601 [1935]. 

10 A, Kartoune, Le venin de Bitis Arietans; Thése, Université de Lausanne, 
1926. 

11 H.T, A. Haas, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Phatol. Pharmakol. 
201, 589 [1943]. 

12 Literaturangaben zur blutdrucksenkenden Wirkung von Schlangengiften 
bei P. Boquet’, S. 49—51. 
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isolieren. Die oben geschilderten Versuche waren alle mit insgesamt 
30 mg ausgefiihrt worden. Wenn man ein Kérnchen Rohgift mit einem 
Trépfehen Wasser auf einem Objekttriger verriihrt, so erkennt man 
bei mikroskopischer Beobachtung des Ungelésten neben Fragmenten von 
Epithelzellen auch feine Nadeln von kristallisiertem Adenosin. Beim Ein. 
trocknen von Lésungen des Rohgiftes scheidet sich das Nucleosid jedoch 
nicht regelmaéBig und immer sehr unvollstandig kristallin aus. Driickt 
man aber eine Gift-Lésung durch ein eiweiBdichtes Ultrafilter, so kri- 
stallisiert beim Einengen des Filtrats das Nucleosid gréBtenteils in den 
typischen feinen Nadeln schon fast rein aus. Nach Umkristallisation 
stimmten der Schmp. (230°) und die UV-Absorption genau mit jenen 
von einem Vergleichspraparat iiberein. 


Beschreibung der Versuche 


Nachweis und Bestimmung von Ribose im Gift-Hydrolysat 


Zur Identifizierung der Zucker-Komponente wurden etwa 500 y Puffotter- 
Gift (in Wasser) und die gleiche Menge Gift, das durch 45 Min. langes Erhitzen in 
0,1-n. HCl auf 100° hydrolysiert worden war, auf Whatmanpapier Nr. 1 mit der 
unten genannten Verteilungsfliissigkeit chromatographiert (absteigend, 20 Stdn. bei 
20°). Auf demselben Papierbogen liefen die haufigsten Hexosen und Pentosen zum 
Vergleich mit. Die Entwicklung der Zucker-Flecken geschah mit Triphenylte- 
trazoliumbase. b 

Die Monose des Gift-Hydrolysats hat den gleichen Rr-Wert wie Ribose; 
dieser Wert liegt zwischen jenen der Xylose und Rhamnose. Aus dem nichthydro- 
lysierten Gift wandert kein reduzierender Zucker; auch der Startfleck reduziert 
die Tetrazoliumbase nicht. 

Zur quantitativen Bestimmung der Ribose wurden etwa 10 mg lufttrockenes, 
feingepulvertes Gift genau eingewogen und in ge’ au 1,0 ccm 0,1-n. HCl im zuge- 
schmolzenen Réhrchen 45 Min. auf 100° erhitzt. Die Lésung wurde ohne Neutrali- 
sation zur Chromatographie mit der organischen Phase des Gemisches Pyridin: 
Essigester: Wasser = 1:2,5:3,5 (v:v) verwendet'*. Die Vergleichslésung ent- 
hielt 13 mg Ribose in 10 cem Wasser. Man trug 10 und 20 cmm der Vergleichs- 
lésung und die doppelten Volumina des Hydrolysats auf benachbarte Startplatze 
auf. Chromatographie (absteigend, 20 Stdn. bei 20°) und Auswertung nach?. Die 
Ribose-Werte des Hydrolysats zeigten ungewéhnlich hohe Streuungen (maximal 
16%), die Vergleichswerte dagegen normale Streuungen (maximal 4%). Sehr 
wahrscheinlich wird die Chromatographie des Hydrolysats gestért durch darin ent- 
haltene Lipoide, deren wasserabstoBende Wirkung sich bei den Startflecken beob- 
achten 14Bt. Bei der Entwicklung der Zuckerflecken trat auch an den Hydro- 
lysat-Startstellen Formazan-Bildung auf. Aus 4 Doppelbestimmungen ergaben 
sich fiir Ribose 5,0, 5,1, 6,6 und 6,1 Gew.-Proz. (auf lufttrockenes Gift bezogen). 


Bestimmung von Adenin im Gift-Hydrolysat 
Es wurde zunachst die UV-Absorption einer Lésung des Giftes ge- 
messen, die nach Fallung mit Trichloressigsiure genau neutralisiert und dann so 
verdiinnt worden war, da8 20 ccm etwa 1 mg der Einwaage entsprachen. Das Ab- 
sorptionsmaximum lag genau bei 260 my, wie es bei Adenin (aber auch Uracil) und 
seinen Derivaten der Fall ist (Beckman-Spektrophotometer DU). Unter Annahme 
einer molaren Extinktion des Adenins von 12 750 und unter Voraussetzung, daB 





18 KE. F. Mc Farren, K. Brand u. H. R. Rutkowski, Analytic. Chem. 28, 
1146 [1951]. 
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die bei dieser Wellenlange gemessene Extinktion nur durch diese Base bedingt sei, 
wiirden sich 8,1% Adenin im lufttrockenen Gift errechnen. 

Auch nach Hydrolyse einiger mg Gift mit 1-n. HCl (4 Stdn. bei 100°), Neutra- 
lisation, Verdiinnung, wurde bei 260 my eine Extinktion gemessen, die 8,1% Adenin 
errechnen lie8. Das Absorptionsmaximum lag diesmal jedoch bei 268 my (Tyrosin 
aus dem EiweiB ?). 

Die papierchromatographische Trennung eines derart hergestellten Hydro- 
lysats wurde nach Wyatt'* mit Isopropanol/Salzsaéure ausgefiihrt (absteigend, 
30 Stdn.). Fiir jede einzelne Trennung wurden 100 bis 200 y Hydrolysat, 
baw. 1 bis 2- 10-7 Mol Guanin, Adenin, Cytidylsaure und Uridylsaure als Vergleichs- 
substanzen auf das Papier gebracht. Die Chromatogramme wurden nach dem 
Trocknen bei 50° in Streifen zerschnitten, diese mit Paraffinél getrankt und direkt 
bei 260 mu photometriert. (Beckman-Spektrophotometer DU mit einem besonde- 
ren, von uns konstruierten Hilfsgerat, das Extinktion und Lage der Maxima der 
Hydrolysat- und Vergleichssubstanz-Chromatogrammstreifen zu bestimmen ge- 
stattet). 

Im Hydrolysat ist Adenin vorhanden, jedoch sicher nicht Cytidylsiure und 
Uridylsiure. Die Anwesenheit von Guanin lieB sich aus diesen Versuchen nicht 
sicher ausschlieBen, weil vom Adenin-Fleck gegen den Startpunkt zu die Absorption 
bei 260 mu stark zunimmt (Wirkung der Isopropanol-Salzsiure-Mischung). 

Die quantitative Auswertung von 6 Chromatogrammen nach der Methode 
der maximalen Absorptionsintensitét (Maximum-Density-Methode*) ergab einen 
Adenin-Mittelwert von 6,3% (auf lufttrockenes Gift bezogen). Die Streuungen 
lagen erfreulich niedrig, maximal bei 3%. 


Bestimmung von Adenosin im Gift 


Verschiedene Praparate des Bitis arietans-Giftes wurden papierchromato- 
graphisch entwickelt mit der von Carter!® zur Trennung von Nucleosiden 
und Nucleotiden angegebenen Zweischichten-Verteilungsfliissigkeit (gleiche Vol. 
einer 5-proz. waBrigen Lésung von Na,HPO, - 2 H,O und Isoamylalkohol). 

Etwa 10 mg Trocken-Gift wurden genau gewogen, in 1,0 ccm Phosphatlésung 
gelést und sofort im zugeschmolzenen Réhrchen 5 Min. auf 100° erhitzt (zur In- 
aktivierung der Phosphatasen). Die Vergleichslésungen mit Adenin, Adenosin und 
Hefe-Adenylséure (Gemisch der Adenosin-2’- und 3’-phosphorsaéure) waren etwa 
10-?-molar. Zur Chromatographie wurden 10 bis 20cmm Giftlésung (100 bis 200 y) 
und 5 bis 10 cmm Vergleichslésung auf das Papier gebracht. 18 Stdn. Laufzeit bei 
20°, absteigend. Die Lage der Adenin-Derivate auf dem Chromatogramm wurde 
wieder durch direkte Photometrierung der mit Paraffinél getrankten Papierstreifen 
langs der Verteilungsbahnen festgestellt (260 mu). In den Vergleichsbahnen werden 
Adenin, Adenosin, Adenosin-2’-phosphorséure und Adenosin-3’-phosphorsaure 
sehr gut getrennt. Aus dem Gift ist nur ein einheitliches Nucleosid gewandert; sein 
Rr-Wert liegt zwischen jenen von Adenosin und Adenin. Es lieB sich jedoch zeigen, 
daB es mit Adenosin identisch ist. Als der Giftlésung in weiteren Verteilungsver- 
suchen zusitzlich Adenin bzw. Adenosin gegeben wurden, erhielt man im ersten 
Falle zwei Maxima, im zweiten Falle jedoch ein einziges, entsprechend erhéhtes 
Maximum. Offenbar wird die Wanderung des Adenosins durch die Proteine des 
Giftes an der Startstelle verzégert. Die Abwesenheit von anderen Nucleosiden oder 
Nucleotiden ging aus diesen Versuchen zweifelsfrei hervor. 

In gleicher Weise wurde auch ein Gift-Praparat chromatographisch unter- 
sucht, das wir selbst sofort nach der Entnahme von der Otter bei 0,05 Torr. iiber 
P,O, getrocknet hatten (von der Entnahme des Gifttropfens bis zur Eintrocknung 
zur hornartigen Konsistenz vergingen etwa 5 Min.). Auch in diesem Praparat war 
nur Adenosin (11%), jedoch keine Adenosinphosphorsaiure nachzuweisen. 


14 G. R. Wyatt, Biochem. J. 48, 585 [1951]. 
15 ©, E. Carter, J. Amer. chem. Soc. 72, 1466 [1950]. 
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Die quantitative Bestimmung des Adenosins durch direkte Photometrierung 
der Papierstreifen bei 260 mu (nach der Maximum-Density-Methode*) ergab in 
6 Versuchen (mit einer maximalen Streuung von nur 4%) als Mittelwert 11,8% 
Adenosin (im gleichen lufttrockenen Praparat, das auch zur Ribose- und Adenin. 
Bestimmung gedient hatte). Die maximale Absorption der Adenosin-Flecken auf 
dem Papier lag zwischen 260 und 265 mu. 


Isolierung von Adenosin aus dem Gift 


74mg Rohgift wurden in 4ccm Wasser gelést und ohne Abtrennung der 
Triibung mit 1 Atm. Uberdruck durch eine Ultra-Cellamembran (Spezial-Ultra- 
filter Leg 60 der Géttinger Membranfilter-Ges.) filtriert. Beim Einengen des Filtrats 
im Exsiccator kristallisiert Adenosin in feinen Nadeln aus. Schmp. 220—225°, nach 
Umkristallisation 230° (Kofler-Block) Misch.-Schmp. mit einem Vergleichspraparat 
ohne Depression. Die UV-Absorptionskurve des isolierten Adenosins gleicht jener 
eines Vergleichspraparates véllig (Beckman-Spektrophotometer DU). 


Untersuchung der Sekrete einiger anderer Giftschlangen 


Es wurden nur jene Gifte der S.235 genannten Schlangen chromatographiert 
und photometriert, die eine positive Reaktion nach Molisch gaben. Papierchromato- 
graphie und Photometrierung der Streifen im UV-Licht geschah wie beim Bitis 
arietans-Gift. Die Bestimmung des Adenosins im trockenen Gift von Dendraspis 
viridis ergab in 4 Versuchen 2,6%. Bei allen anderen untersuchten Trockengiften 
kénnten Stoffe, die bei 260 mu maximal absorbieren, zu héchstens 1% vorhanden 
sein (auf Adenosin berechnet). 


Zusammenfassung 


Das Gift der Puffotter (Bitis arietans) enthalt an die 12% Adenosin. 
Das Nucleosid wurde nach papierchromatographischer Abtrennung nach- 
gewiesen und bestimmt, auBerdem nach Ultrafiltration einer Giftlésung 
in Substanz isoliert. 

Adenosin wird als solches von den Giftdriisen der Puffotter aus- 
geschieden und entsteht nicht etwa sekundir im Sekret aus einer 
Adenosinphosphorsaure oder aus Ribonucleinsiure. 

Von den untersuchten Giften einiger anderer Viperiden und Colu- 
briden enthielt nur jenes von Dendraspis viridis ebenfalls Adenosin (2,6%). 
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Uber antiarthritisch wirksame Derivate 
des 2-Phenyl-4-[oxy-acetyl]-chinolins 


Von 


Bernhard Zorn und Auguste Mankel 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Friedrich-Schiller-Universitét Jena 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Januar 1954) 


Logemann und Giraldi! berichteten iiber einige den Neben- 
nierenrindenhormonen verwandte Verbindungen. Gemeint sind allerdings 
keine Steroide, sondern aromatische Verbindungen, die eine Ketol- 
Seitenkette enthalten und sich im Tierve-such als antiarthritisch wirk- 
gam erwiesen haben. Die Verfasser nehmen an, daB Substanzen dieser Art 
vordem noch nicht auf ihre Wirksamkeit yegen Arthritis gepriift worden 
seien. Wir méchten daher auf die seit einer Reihe von Jahren in unserem 
Institut laufenden Arbeiten hinweisen, die in der Synthese aromatischer 
und heterocyclischer Ketole bestehen und mit sorgfaltiger Priifung ihrer 
antirheumatischen bzw. antiarthritischen Wirkung einhergehen; zum 
Teil werden diese Substanzen bereits zur Behandlung von Rheuma- 
kranken verwendet. 

Wie an anderer Stelle ausgefiihrt wurde’, ist den Steranabkémm- 
lingen eine mehr oder weniger ausgesprochene Heilwirkung auf rheumati- 
sche Zustinde eigen. Dies gilt in erster Linie fiir die Sexualhormone, die 
Nebennierenrindenhormone, die D-Vitamine, die Gallensiuren, das 
Sarsa-Sapogenin, aber auch fiir das Phenanthren-Derivat Sinomenin. 
Hinsichtlich der Nebennierenrindenhormone ist inzwischen eine Be- 
stitigung durch die therapeutischen Versuche von Hench? erfolgt. 
Offenbar beruht die antirheumatische Wirkung zum groBen Teil auf der 
Ketolgruppe 

oo 


und — wo eine solche im Molekiil nicht vorhanden ist — auf der Mit- 
wirkung gleichzeitig verabreichter reduzierend wirkender Stoffe, wie z. B. 
Ascorbinsaure, Glutathion, Cystein u.dgl.; sie ist also nicht an das Steran- 
geriist gekniipft. Daher lassen sich ahnliche Heilerfolge auch durch ent- 
sprechend substituierte andersartige Ringsysteme erzielen, wie wir an 
dem Beispiel der Stilbene ersehen. 


1 W. Logemann u. P. Giraldi, diese Z. 289, 19 [1951]. Aus zeitbedingten 
Griinden ist uns diese Arbeit erst am 15. 10. 1953 zuganglich geworden. 

2 B. Zorn, Die Pathogenese des rheumatischen Syndroms im Lichte der 
Nebennierenrindenhormone. Gustav Fischer, Jena 1951. 

3 Ph. S. Hench, Proc. Staff Meetings, Mayo Clin. 24, 167 [1949]; Annuals 
of Rheumatic Diseases (1949/50). 
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Aus den zahlreichen von uns synthetisch dargestellten und pharma. 
kologisch ausgewerteten Ketolen méchten wir zuniachst einige Derivate 
der unter dem Namen Atophan bekannten, seit Jahrzehnten als Gicht- 
und Rheumamittel bewahrten 2-Pheny]-chinolin-carbonsaure- (4) 
herausgreifen. Neben dem Atophan wurden bisher nur der Methyl- und 
der Allylester (Novatophan bzw. Atochinol) therapeutisch verwendet. 
Unbekannt aber waren abgewandelte Verbindungen vom Typus 
des 2-Phenyl-4-oxyacetyl-chinolins oder des 2- Pheny1-4-acet- 
oxyacetyl-chinolins (I—V): 


CO-CH,-0-COCH, 
l I: R,R’,R”’,R’’ = H 
UN II: R’,R”, R’” = H, R = OCH 
R- rn, Ill: R, 2. Bere? _ H, RY’ = OCH, 
B’—\ Ay/-© » all IV: R, R”, R’” = H, R’ = OCH, 
vs : V: R’,R” = H, R= OCH,, 


aber R’” = CO.CH,-0-COCH; 

Die Darstellung von Ketolen und Ketol-Estern (z. B. Acetaten) aus 
Carbonsauren ist durch die Arbeiten von Arndt und Eistert* auf dem 
Wege iiber ihre Halogenisierung und die Reaktion dieser Siurehalogenide 
mit Diazomethan zu Diazoketonen méglich geworden. Die Saurechloride 
bereiteten wir nach A. Meyer? mittels Thionylchlorids; das Diazomethan 
wurde nach Werner® aus Nitrosomethylharnstoff gewonnen. 


Atophanylchlorid-hydrochlorid wurde erstmalig von Rosenmund’ 
dargestellt, der auch das freie Siurechlorid erhalten hat. Mit diesen und 
ahnlichen Saurechloriden wurden von Kaufmann und Mitarbeitern® 
verschiedene Friedel-Craftssche Ketonsynthesen durchgefiihrt. Da- 
gegen sind bisher noch keinerlei Versuche unternommen worden, um das 
Atophanylchlorid in das entsprechende Ketol oder einen Ketolester iiber- 
zufiihren. 


Demnach ergab sich folgender Synthesenverlauf: 


nie —— - X-CO-CH,OH 
X-COCL “t+ X-CO-CHN, — 
 X-CO-CH,-0-COCH, 
OV/\s 
Ue i 


‘4 F. Arndt, B. Eistert u. W. Partale, Ber. dtsch. chem. Ges. 60, 1364 
[1927]. B. Eistert, in ,,Neuere Methoden der praparativen organischen Chemie, 
2. Aufl. 8. 359, 399/400. Verlag Chemie, Berlin 1944. 

> H. Meyer, Mh. Chem. 22, 109 [1901]. 

6 E. A. Werner, J. chem. Soc. [London] 115, 1098 [1919]. 

? K. W. Rosenmund, Ber. dtsch. chem. Ges. 54, 2893 [1921]. 

* H. P. Kaufmann, L. 8. Huang u. H.-J. Biickmann, Ber. dtsch. chem. 
Ges. 75, 1127 [1942]. 
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Um zu weiteren therapeutisch aussichtsreichen Stoffen zu gelangen, 
schien es uns zweckmaBig, analoge Methoxyverbindungen (6-, 7-, 8-) 
der 2-Pheny]-chinolin-carbonséure-(4) in die entsprechenden Ketole bzw. 
Ester umzuwandeln. Auf Grund der Léslichkeitsverhaltnisse und der 
besseren Ausbeute haben wir fiir unsere therapeutischen Versuche, iiber 
die an anderer Stelle® ausfihrlich berichtet wird, die nachstehenden 
Verbindungen ausgewahlt: 

iW 2-Pheny]-4-[acetoxy-acetyl]-chinolin 

II. 6-Methoxy-2-phenyl-4-[acetoxy-acetyl]-chinolin 

III. 8-Methoxy-2-phenyl-4-[acetoxy-acety]]-chinolin 

IV. 7-Methoxy-2-phenyl-4-[acetoxy-acetyl]]-chinolin 

V.  6-Methoxy-4-[acetoxy-acetyl]-2-[4-(acetoxy-acetyl)-pheny]]-chinolin 

Im Tierversuch erwiesen sich simtliche Substanzen dieser Art als 

antiarthritisch wirksam, am stirksten die 6-Methoxy-Verbindung (II). 
Es war daher von besonderem Interesse festzustellen, in welcher Weise 
sich bei dieser Verbindung eine zweite Ketolgruppe auswirken wiirde. 
Infolgedessen haben wir auch das Diketol bzw. Diketolacetat V her- 
gestellt. Zur Darstellung dieser Verbindung wurde p-Cyanbenzaldehyd° 
mit p-Anisidin zur entspr. Schiffschen Base VI umgesetzt, welche in 
Alkohol mit Brenztraubensiure zu 6-Methoxy-2-[4-cyan-phenyl]-chino- 
lin-carbonsiure-(4) (VII) kondensiert wurde. Aus dieser Verbindung ent- 
stand durch Verseifen mit methylalkohol. Kalilauge die Dicarbon- 
siure VIII. Mit Hilfe von Thionylchlorid wurde die 2-[4-Carboxy- 
phenyl]-6-methoxy-chinolin-carbonsiéure-(4) in das kristalline Hydro- 
chlorid des Saurechlorids IX iibergefiihrt. Dieses lieferte tiber das 
Diazoketon X durch Abspalten des Stickstoffs in schwach saurer Lésung 
das amorphe Diketol XI, das zur Verbindung V acetyliert wurde. Dieses 
Diketolacetat hatte jedoch nur geringe antiarthritische Wirkung. 


Ve : \ CH,-CO-CO,H methanol. 
H,co—¢ _y-Nnce-< _ Hon Seco 0OF, vi eames VL 


VI 
_80C sy OMe, yy 28 B80. yy CBr OO 


R 
aor VII: R= CO,H, R’ = ON 
WW . N VIII: R,R’ = CO,H 
H;CO—/” » |e a= IX: R,R’=Cocl 
™ R’ X: R,R’=COCHN 
WAY?” \_# XI: R,R’=CO0-CH,OH 


Beschreibung der Versuche 


2-Phenyl-4-[acetoxy-acetyl]-chinolin (I): 8g Atophanylchlorid- 
hydrochlorid wurden bei —5° in kleinen Anteilen in eine atherische Diazo- 


® B. Zornu. A. Mankel, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharma 
kol. 1954 (im Druck). — Auguste Mankel, Dissertat. Jena, 1952. 

10 B. Rassow u. H. Gruber, J. prakt. Chem. 91, 343 [1915]; R. v. Walther 
u. W. Raetge, ebenda 65, 259 [1902]. 
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methan-Lésung (aus 30 g Nitrosomethylharnstoff = 4 Aquivalente) eingetragen, 
worauf sich das in Ather unlésliche Hydrochlorid sofort aufléste. Nach mehr. 
stiindigem Stehenlassen wurde im Vak. eingeengt. Beim Kiihlen mit Eiskochsalz- 
mischung und Reiben mit dem Glasstab fiel hell-citronengelbes, an der Luft sehr 
leicht zersetzliches 2-Phenyl-4-[diazo-acetyl]-chinolin aus (Schmp. 98°, 
Ausb. 3 g); leicht léslich in Pyridin und Eisessig, in der Warme léslich in Dioxan, 
Alkohol und Chloroform, fast unlédslich in Benzol und Tetrachlorkohlenstoff. 

2g des Diazoketons wurden in 5 ccm auf 60° erhitztem Acetanhydrid gelést 
und 2—3 Stdn. vorsichtig erwirmt. Nach Nachlassen der Stickstoff-Entwicklung 
wurde mit aufgesetztem Steigrohr auf dem Wasserbad gekocht. Es schied sich 
dliges 2-Pheny1-4-[acetoxy-acetyl]-chinolin (I) ab, das durch Zusatz einiger 
Tropfen Eisessig und Anreiben fest wurde. Sandfarbenes Pulver vom Schmp. 88°, 
leicht loslich in Alkohol, Aceton, Benzon, Xylol, Dioxan, Essigsaure, léslich in 
Ather, Chloroform, Tetrachlorkohlenstoff, Petrolbenzin, Pyridin und warmem Ol, 
unléslich in Wasser. 


C19H,;0;N (305) Ber. C74,74 H4,95 N 4,58 
Gef. C 74,74 H5,03 N4,51 


Aus dem Diazoketon wurde auch das einfache Carbinol dargestellt: 1 g des 
2-Phenyl1-4-[diazo-acetyl]-chinolins wurde in 15 com Dioxan bei Zimmer- 
temperatur gelést und mit 3 ccm 2-n. H,SO, versetzt. Die Stickstoff-Abspaltung 
setzte sofort lebhaft ein und wurde nach 1% Stde. durch kurzes Erwarmen auf 40° 
beendet. Das nach Erkalten der Lésung mit Wasser gefillte und aus Methanol 
umkristallisierte 2-Phenyl-4-[oxy-acetyl]-chinolin sah graubraun aus, 
schmolz bei 118° und léste sich leicht in warmem Alkohol, Aceton und Dioxan; 
es war schwer ldslich in Ather, Chloroform und Benzol, sehr schwer loéslich in 
Wasser. Ausb. 0,45 g. 


C,,H,,;0,N (236) Ber. C 77,54 H 4,97 N 5,32 
Gef. C 73,44, 73,54 H5,12 N 5,46 


Der merkwiirdig niedrig gefundene Kohlenstoffgehalt ist wahrscheinlich dar- 
auf zuriickzufiihren, daB die Substanz im Rohr trotz vorsichtigen Erhitzens mit 
leuchtender Flamme verbrannte. Da der Gehalt an N und H stimmt und auBerdem 
durch Acetylieren das vorher beschriebene Acetat erhalten worden ist, kann auch 
auf einen richtigen C-Gehalt geschlossen werden. 

6-Methoxy-2-phenyl-4-[acetoxy-acetyl]-chinolin (II): 2 g 6-Meth- 
oxy-2-phenyl-chinolin-carbonsaure-(4)-chlorid™ wurden in eine auf —5° 
gehaltene Diazomethan-Lésung (4 Aquiv.) langsam eingetragen. Nach %-stdg. 
Stehenlassen bei 0° und weiterem 14-stdg. Aufbewahren bei Zimmertemperatur 
wurde im Vak. bis zur beginnenden Kristallisation eingeengt. Nachdem die Lésung 
2 Stdn. in Eis gestanden hatte, wurden die Kristalle abgesaugt, mit Ather ge- 
waschen und im Vak. getrocknet. Das 6-Methoxy-2-phenyl-chinolyl-(4)- 
diazoketon ist von gelber Farbe, schmilzt bei 132° und lést sich leicht in Eis- 
essig, Chloroform, Alkohol, Dioxan, Aceton, Tetrachlorkohlenstoff, schwer in Xylol 
und Benzol; es ist unldslich in Ather, Petrolather, Petrolbenzin und Wasser. 
Ausb. 1 g. Die Verbindung ist unbestindig und wird durch die Luftfeuchtigkeit 
langsam in das Carbinol iibergefiihrt. 


C,sH,,0,H, (303) Ber. C 71,27 H4,32 N 13,85 
Gef. C 72,35 H4,61 N 13,13 


Aus der Analyse geht hervor, daB das Keton zu einem geringen Teil bereits 
zum Carbinol verseift ist. Da die Analyse des aus dem Keton hergestellten Carbinols 
stimmt, darf auf die richtige Zusammensetzung des Diazoketons geschlossen werden. 

2 g des vorstehend gewonnenen Diazoketons wurden durch vorsichtiges Ein- 
tragen in 15 ccm siedendes Acetanhydrid gelést und iiber Nacht bei Zimmer- 


1H. John, J. prakt. Chem. 180, 314 [1931]. 
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temperatur stehen gelassen. Die Lésung wurde kurz aufgekocht und nach Erkalten 
zur Ausfallung des Acetons mit Wasser versetzt. Durch mehrmaliges Umfiallen aus 
heiBem Eisessig wurde reines 6-Methoxy-2-phenyl-4-[acetoxy-acetyl]- 
chinolin vom Schmp. 123° gewonnen; Ausb. 1,5 g. Die Kristalle sind hellgelb, 
Jésen sich leicht in EKisessig, Chloroform, Tetrachlorkohlenstoff, Xylol, Aceton, 
Dioxan, Benzol und Alkohol. Die Lésungen zeigen blaue Fluorescenz. In Wasser 
ist die Substanz sehr schwer ldéslich. 
CooH,,0,N (335) Ber. C 71,63 H5,11 N4,17 

Gef. C 71,39 H4,79 N 4,28 


Auch hier stellten wir aus dem Diazoketon das einfache Carbinol her: Aus 
2g Diazoketon wurde in Dioxan durch leichtes Erwarmen mit 2-n. H,SO, der 
Stickstoff abgespalten. Das 6-Methoxy-2-phenyl-4-[oxy-acetyl]-chinolin 
wurde durch Ausfallen mit Wasser in hell-citronengelben, seidigen Nadeln erhalten 
und durch Lésen in warmem Alkohol und vorsichtiges Fallen mit Wasser gereinigt 
(Ausb. 1,2 g). Die Verbindung schmilzt bei 140° und ist leicht léslich in Alkohol, 
Aceton, Eisessig und Dioxan, schwer léslich in Ather, Xylol, Tetrachlorkohlenstoff 
und Benzol, sehr schwer léslich in Wasser. Die Lésung in verdiinnten Sauren 
fluoresciert griinblau. 

C1sH,;0,N (293) Ber. © 73,71 H5,15 N 4,78 

Gef. C 73,93 H5,29 N 4,82 


8-Methoxy-2-phenyl-4-[acetoxy-acetyl]-chinolin (III): 8-Meth- 
oxy-2-phenyl-chinolin-carbonsaure-(4)!2 wurde mittels Thionylchlorids in 
das entsprechende Carbonsaurechlorid iibergefiihrt. Von letzterem wurden 2 g in 
analoger Weise wie bisher mit Diazomethan zur Reaktion gebracht. Das hellgelbe 
Diazoketon (Ausb. 1,4 g) léste sich in Alkohol, Aceton, Benzol, Dioxan, Xylol 
und Eisessig leicht auf. Es wurde wegen seiner Unbestandigkeit sofort in das 
Carbinol bzw. das Carbinolacetat iibergefiihrt, und zwar wurden 2g des Diazo- 
ketons in analoger Weise wie friiher in Acetanhydrid gelést. Durch Ausfallung 
mit Wasser entstand das 8-Methoxy-2-phenyl-4-[acetoxy-acetyl]-chino- 
lin (III) in Form _braunlicher Kristalle vom Schmp. 63°; Ausb. 1,69 g. Leicht 
loslich in Aceton, Ather, Benzol, Dioxan, Chloroform, Eisessig, Xylol, Alkohol 
und Tetrachlorkohlenstoff, sehr schwer léslich in Wasser. 

Das entsprechende 8-Methoxy-2-phenyl-4-[oxy-acetyl]-chinolin 
wurde wie vorher durch Zusatz von 5 ccm 2-n. H,SO, zur alkohol. Diazoketon- 
lésung hergestellt. Es bildet ein ockerfarbenes Pulver vom Schmp. 74°; Ausb. 1,08 g. 
Es lést sich leicht in Alkohol, Aceton, Benzol, Dioxan, Tetrachlorkohlenstoff, 
Chloroform, Xylol, Ather und Eisessig und ist in Wasser sehr schwer léslich. Die 
Lésung in verd. Saéuren fluoresciert griin. 

CisH,;0,;N (293) Ber. © 73,71 H5,15 N 4,78 

Gef. C 73,66 H5,54 N 4,80 


7-Methoxy-2-phenyl-4-[acetoxy-acetyl]-chinolin (IV): Das 7-Meth- 
oxy-2-phenyl-chinolyl-(4)-diazoketon (Schmp. 142°) wurde in analoger 
Weise iiber das entspr. Carbonsaurechlorid! mit Hilfe von Diazomethan her- 
gestellt; hiervon wurden 2 g wie die vorbeschriebenen Verbindungen mit Acet- 
anhydrid in die Verbindung IV iibergefiihrt (Ausb. 1,3 g). Die Substanz stellt ein 
sandfarbenes bis schwach gelbliches Pulver dar, das bei 123° schmilzt. Gut léslich 
in Aceton, Benzol, Dioxan, Xylol, Eisessig, Chloroform, in der Warme loslich in 
Alkohol und Ather. In Wasser ist es sehr schwer léslich. 


C.oH,,0,N (335) Ber. C 71,63 H5,11 N4,17 
Gef. C 71,31 H5,02 N 4,22 


Durch Verseifen mit 2-proz. Natronlauge 14Bt sich das Acetat in alkohol. 
Lésung in das Carbinol umwandeln. Letzteres wurde aber auch durch Behandeln 


122 Q. Dibner, Liebigs Ann. Chem. 249, 107 [1888]. 
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mit 2-n.H,SO, direkt aus dem Diazoketon gewonnen; es war hell-gelblich und 
schmolz bei 162°. Ausb. 1,08 g aus 2 g Diazoketan. Das amorphe Carbinol ist in 
Alkohol, Aceton, Benzol, Dioxan, Xylol, Eisessig, Chloroform und verdiinnten 
Sauren gut léslich. In Wasser ist es sehr schwer léslich. 


C,sH,;0;N (293) Ber. 73,71 H5,15 N 4,78 
Gef. C 73,75 H5,31 N4,81 


p-Cyanbenzyliden-p-anisidin (VI): 2 g p-Anisidin wurden in 10 ccm 
absol. Alkohol gelést und unter Riihren mit einer Lésung von 3 g p-Cyanbenz.- 
aldehyd in 15 ccm absol. Alkohol versetzt, wobei sofort die Schiffsche Base dick 
ausfiel. Die gelben Kristalle wurden nach Absaugen gleich weiterverarbeitet. Aus 
Athanol umkristallisierte Blittchen, die bei 108° schmelzen und sich leicht in 
Alkohol, Ather und Benzol lésen. In Petrolither und Wasser sind sie unléslich. 


C,;H,,0N, (236) Ber. C76,25 H5,12 N 11,85 
Gef. C'76,36 H5,23 N 12,17 


6-Methoxy-2-[4-cyan-phenyl]-chinolin-carbonsaure-(4) (VII): 3¢ 
p-Cyanbenzyliden-p-anisidin wurden in 25 ccm absol. Alkohol suspendiert. 
Zu der auf 60° erhitzten Mischung lieB man allmahlich unter Riihren 2 g frisch 
destillierte Brenztraubensaure zutropfen. Die Lésung wurde klar und dunkelrot. 
Nach 4-stdg. Kochen auf dem Wasserbad begann das Nitril auszufallen. Es wurde 
stark abgekiihlt und nach 24-stdg. Stehenlassen auf Eis scharf abgesaugt, mit 
Ather gewaschen und aus Petrolaéther umkristallisiert. Die sandfarbenen Kristalle 
schmelzen bei 214° und sind leicht léslich in Aceton, Dioxan und Alkohol, schwer 
léslich in Benzol, Ather und Wasser. Ausb. 2,8 g. 


C,.H,,0,N,- (304) Ber. C71,05 H3,98 N 9,207 
Gef. C 70,27 H 4,42 N 9,053 


6-Methoxy-2-[4-carboxy-phenyl]-chinolin-carbonsaure- (4) (VIII): 
2g der Verbindung VII wurden in metkylalkohol. Kalilauge 5 Stdn. auf dem 
Wasserbade verseift. Nach Abdestillieren des Alkohols wurde mit etwas Wasser 
verdiinnt und mit verd. Salzsiure gefallt. Der Niederschlag wurde abgesaugt und 
durch mehrmaliges Umkristallisieren aus Alko! >] gereinigt. Aus Athanol unter 
Zusatz von Tierkohle umkristallisiert, schmilzt die Verbindung bei 245°. Gut lés- 
lich in Alkohol, Dioxan und Benzol, schwer in Ather, Petrolither und Wasser. 


C,sH,;0;N (323) Ber. 066,87 H4,15 N 4,33 
Gef. C 66,69 H4,12 N 4,43 
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6 - Methoxy - 2-[4-chlorcarboxy-pheny]]-chinolin-carbonsaure- 
chlorid-hydrochlorid (IX): 2 g der vorstehend beschriebenen Dicarbon- 
siure wurden in 20 ccm Thionylchlorid gelést und unter Feuchtigkeits- 
ausschluB 5 Stdn. auf einem siedenden Wasserbade erwarmt. Nachdem das 
Thionylchlorid durch Erwarmen und Evakuieren verjagt war, wurde der erhaltene 
Riickstand zerrieben, mit alkoholfreiem Ather aufgeschlammt, dekantiert und im 
Vak. iiber Paraffin und Kaliumhydroxyd getrocknet. Das Saéurechlorid besteht aus 
braunen Kristallen, die zum Teil in Benzol, schwerer in Xylol léslich sind, sich 
aber in Ather fast nicht auflésen. Schmp. 196°. 


C,sH,,0;NC], (397) Ber. N3,5 (126,27 Gef. N3,32 Cl 24,665 


6-Methoxy-4-[diazo-acetyl]-2-[4-(diazo-acetyl)-phenyl]-chinolin 
(X): 1,5 g des vorstehend beschriebenen Hydrochlorids des Saurechlorids wurden 
mit 10 Aquivalenten Diazomethan bei —6° umgesetzt. Nach 2-stdg. Stehenlassen 
bei 0° wurde im Vak. bis auf etwa 5 ccm abdestilliert, wobei das Keton bereits 
dick ausflockte. Nach Absaugen und Waschen mit Ather wurde die Verbindung 
ins Carbinol iibergefiihrt. Das hellgelb gefarbte Keton schmilzt bei 123° und lést 
sich leicht in Aceton, Alkohol und Chloroform, schwer in Benzol und Xylol. 
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6-Methoxy-4-[oxy-acetyl]-2-[4-(oxy-acetyl)-phenyl]-chinolin (XI): 
2g Diazoketon wurden mit 20 com Dioxan aufgenommen und auf 40° erwarmt. 
Bei Zutropfen von 1 ccm 2-n.H,SO, begann die Stickstoff-Entwicklung. Nach 
24-stdg. Stehenlassen bei 20° wurde einige Stunden unter standigem Riihren auf 
50° erhitzt, bis die Gasentwicklung beendet war. AnschlieBend wurde kurz auf- 
gekocht. Durch Fallen mit Wasser flockte das Carbinol hellgelb aus, wurde aber 
bald dunkler und stellte nach Trocknen im Exsiccator ein braunlich-gelbes, 
amorphes Pulver dar. Die Substanz schmilzt zwischen 102 und 106° und ist leicht 
léslich in Aceton, Alkohol und Xylol, nahezu unléslich in Ather und Wasser. 


CooH,,0;N (351) Ber. C 68,36 H4,87 N 3,98 
Gef. C 68,96 H4,74 N3,78 


6-Methoxy-4-[acetoxy-acetyl]-2-[4-(acetoxy-acetyl)-phenyl]- 
chinolin (V): 1 g der Verbindung XI wurde unter Zusatz von Pyridin acetyliert. 
Aus der mit Eiskochsalzmischung stark abgekiihlten Lésung wurde das Acetat 
durch vorsichtigen Wasserzusatz ausgefallt, abgesaugt, mit Wasser nachgewaschen 
und durch Umfallen aus heiBem Eisessig mit Wasser gereinigt. Ausb. 0,9 g. 
Schmp. 70°. Die Verbindung ist léslich in Alkohol, Ather, Benzol und Eisessig, 
schwer léslich in Petrolather. 


C.,H.,0,N (438) Ber. N3,19 Gef. N 3,034 


Pharmakologische Auswertung: Alle hier beschriebenen Substanzen 
waren in Wasser sehr schwer léslich, dagegen listen sie sich gut in Alkohol, Aceton 
und Chloroform. Fiir unsere therapeutischen Versuche muBten wir sie in Olivendl 
auflésen. Als Test benutzten wir die experimentell erzeugte Formaldehyd- 
Arthritis der weiBen Ratte, wie sie von Selye™ im Jahre 1949 angegeben 
worden ist. Das Verfahren, dessen Wert vielfach angezweifelt wurde, hat sich bei uns 
als durchaus zuverlassig bewahrt!4. Es besteht darin, daB man 0,2 ccm einer frisch 
bereiteten 2—3-proz. Formaldehydlisung (auf gasférmigen Formaldehyd berechnet) 
unter die Plantar-Aponeurose einer Hinterpfote spritzt und die Entwicklung der 
unspezifischen Arthritis abwartet. Der Héhepunkt der Entziindung ist gewéhnlich 
um den 12. Tag nach der Einspritzung erreicht. Die entziindliche Schwellung bleibt 
bei richtiger Technik und Dosierung in der Regel mehrere Wochen lang bestehen. 
Mit der Behandlung, d.h. der Erprobung des jeweiligen Mittels, wird meist am 
13.—14. Tage begonnen. Die den Tieren verabfolgten Mengen bewegten sich 
zwischen 1—5 mg pro dosi; die Einspritzungen wurden tiglich einmal subcutan 
unter die Riickenhaut vorgenommen. Als Ma8 fiir die Wirkung gilt die Ab- 
schwellung des entziindetent Gelenks, dessen Durchmesser jeden zweiten Tag 
bestimmt wird. Nebenher laufen entsprechende Kontrollen unbehandelter arthriti- 
scher Tiere. Uber die Versuche selbst wird an anderer Stelle ausfiihrlich berichtet®. 

Anhangsweise sei erwihnt, daB auch das einfache Benzoyl-carbinol im 
a bei geniigend hoher Dosierung eine gute antiarthritische Wirkung 

esitzt. 


Zusammenfassung 


Es wird iiber einige Derivate des 2-Phenyl-4-[oxy-acetyl]-chinolins 
berichtet, die mit Hilfe von Diazomethan aus den entspr. Carbonsdéuren 
iiber deren Séurechloride synthetisiert wurden. Tierversuche ergaben, 
daB ihnen eine ausgesprochene antiarthritische Wirkung innewohnt. Die 
stirkste Wirkung besitzen die 6-Methoxy-Verbindungen. 


13 H. Selye, Brit. med. J. 1949, II, 1129. 
14 B. Zorn u. Mitarbeiter, Z. ges. inn. Med. Grenzgebiete 8, 850 [1953]. 
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Uber die Verseifbarkeit verschiedener Steroidhormonester 
durch Leber- und Serum-Esterasen 
Von 
H. J. Hiibener und J. G. H. Schmidt 


Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt a. M. 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Januar 1954) 


Kirzlich wurde berichtet, da8 Cortisonacetat durch Leber- und 
Nebennieren (NN) -Homogenat leicht verseift wird; in der Leberzelle 
waren die Proteinfraktion und alle geformten Zellbestandteile wirksam!, 
Unabhingig hiervon wurden in verschiedenen Organen Esterasen ge- 
funden, die Desoxycorticosteron-acetat (DOCA), Cortison-acetat und 
Testosteron-propionat spalten?. Unsere Untersuchungen dehnten wir 
nun auf mehrere Ester des DOC, Cortisons (Kendalls Comp. E), Corti- 
sols (Kendalls Comp. F), Testosterons und Methyltestosterons aus. 

Es zeigte sich hierbei, daB die Verseifungsgeschwindigkeit eines 
Steroidesters von beiden Komponenten wesentlich beeinfluBt wird. 
Steroidhormonester mit den Fettsiuren von C, (-Butyrat) bis C,, (-Unde- 
cylat) werden besonders rasch hydrolysiert, wihrend die niederen und 
hdheren Fettsaéuren sowie die verzweigten, die Dicarbonséuren und die 
Oxydicarbonséiuren langsamer vom Steroid abgespalten werden. — 
Vergleicht man‘ die Esterreihen verschiedener Steroidhormone mitein- 
ander, so ergibt sich, daB die Verseifungsgeschwindigkeit auch vom 
Steroidanteil (Alkohol) abhangig ist; Ester des DOC, Cortisons und 
Cortisols werden schneller gespalten als die entsprechenden Ester des 
Testosterons und Methyltestosterons. —- Die Fermentpriparate von 
Leber und Blutserum wirken prinzipiell g'eich. 

Am SchluB wird die Bedeutung unserer Ergebnisse fiir eine protra- 
hierte oder gezielte Therapie mit Steroidhormonen sowie der Reaktions- 
mechanismus der enzymatischen Hydrolyse besprochen. 


Ergebnisse 


Der EinfluB des Siurerestes 
und des Steroidanteils auf die Verseifbarkeit 


Die Spaltbarkeit der Ester des DOC, Cortisons, Cortisols und Testo- 
sterons mit unverzweigten Fettsauren ist in Tab.1 zusammengestellt und 
in Prozent der Einwaage (= 100%) angegeben. 


In Vorversuchen wurden die verschiedenen Enzympraparate in steigenden 
Konzentrationen mit 100 y DOC-Butyrat* bebriitet. Die verseifte DOC-Butyrat- 


1D. Amelung, H. J. Hiibener, L. Rokau. G. Meyerheim, Klin. Wschr. 
31, 386 [1953]. 

2 W. Dirscherl u. H.L.Kriiskemper, Biochem. Z. 328, 520 [1953]; 
W. Dirscherl, Vortrag auf dem Physiolog. Chem. KongreB 1953, Homburg, Saar. 

* J.H. Kastle u. A.S.Loevenhart fanden 1900, daB Athylbutyrat ein 
geeignetes Substrat zur Priifung der Leberesterase-Aktivitat ist. Amer. chem. J. 
24, 491 [1900]; zitiert nach J.B.Sumners a. G.F.Somers, Chemistry and 
Methods of Enzymes, Academic Press Inc. Publishers, New York, 1947. 
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Menge war bei allen Fermenten anfangs linear abhangig von der Enzymkonzen. 
tration; mit sehr hohen Enzym-Konzentrationen wurde schlieBlich ein Grenzwert 
der Verseifung erreicht, der bei 80°/, des eingesetzten DOC-Butyrats lag. Die Enzym- 
menge, die das Steroid zur Halfte des Grenzwertes verseift (40°/) der eingesetzten 
DOC-Butyrat-Menge) wurde danach mit allen anderen Steroid-Estern ebenfalls 
bebriitet und im folgenden mit A bezeichnet (Tab. 1 u. 2). — Um jedoch auch den 
Einflu8 der Enzymkonzentration bei den schwerer verseifbaren Steroid-Estern zu 
erfassen, wurde jeweils noch die fiinffache Enzymmenge (B) eingesetzt. Die so er- 
haltenen Werte der Verseifbarkeit (Tab. 1 u. 2) sind dadurch unabhangig von den 
absoluten Aktivitaéten der Enzyme, die sehr unterschiedlich waren (Tab. 3). 
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Abb. 1. Die Verseifbarkeit der Fettsiureester des DOC und Comp. E. 
xxx Comp. E, 000 DOC - ---- Enzymkor ‘entration ,,A““, ——- Enzymkonzen- 
tration ,,B“. 


Wie ersichtlich, unterscheiden sich die Ester des DOC, Cortisons 
und des Cortisols nicht signifikant. Die Verseifbarkeit dieser Ester ist 
lediglich vom Fettsaurerest abhangig. Das Optimum der enzymatischen 
Hydrolyse liegt bei den Estern mit den Fettsiureresten von 4 bis 10 C- 
Atomen. Dies wird in Abb. 1 veranschaulicht. 

Die Testosteronester zeigen dieselbe Abhaingigkeit vom Fettsiure- 
rest, werden jedoch bei gleicher Enzymkonzentration weniger stark 
verseift. Das Butyrat und Capronat des Methyl-testosterons wird 
praktisch nicht gespalten. Es ergibt sich daraus, daB Steroid-Ester 
primarer Alkohole (DOC, Cortison und Cortisol) besser verseift werden 
als die sekundiérer (Testosteron) und Ester von tertiiren Alkoholen 
praktisch nicht mehr gespalten werden (Methyl-testosteron). 

Verseifbarkeit: prim. Alkohol > sek. Alk. > tert. Alk. 

DOC-Ester mit verzweigten Fettsiuren, Dicarbonséiuren und Oxy- 
Dicarbonséuren werden von den gleichen Enzymen schlechter verseift 
(Tab. 2) als die DOC-Ester gerader Fettsiuren. Wie bei diesen ist jedoch, 
soweit wir dies priifen konnten, die Spaltbarkeit der DOC-Ester ver- 
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zweigter Fettsiuren auch von der C-Atomzahl des Fettsaurerestes ab- 
hangig. — Von den Oxydicarbonsiure-estern und Dicarbonsiéure-estern 
werden die besser léslichen schlechter verseift. — DOC-3-Enol-diacetat 
wird schlechter als das entsprechende 21-Mono-acetat in das freie Steroid 
iberfiihrt. Die Enolform (UV-Maximum bei 230 my) geht nach Ab. 
spaltung des Acetatrestes vom C-Atom 3 in die Carbonylform des Steroids 
tiber (UV-Maximum 240 my). Der Acetatrest am C-Atom 3 ist schwerer 
abspaltbar als der am C-Atom 21; dies entspricht unseren Beobachtungen 
an anderen sekundiéren Alkoholen (Testosteronestern). — Das DOC- 
Furoat wird durch alle Enzympraparate gut verseift, lediglich das Blut- 
serum der Ratte macht eine Ausnahme. — DOC-1-Methyl-hexahydro. 
benzoat wird durch alle Esterasen gering gespalten. 


Die Esteraseaktivitat der einzelnen Fermentpriparate 


Um die Enzyme in der Leberzelle zu lokalisieren, trennten wir die 
einzelnen Zellbestandteile der Rattenleber in der Ultrazentrifuge und 
untersuchten, wie stark DOC-Butyrat von diesen Zellfraktionen ver- 
seift wird. 

Die Aktivitét der Enzympriparate wurde miteinander verglichen, 
indem jeweils wieder die Enzymmenge ermittelt wurde, die DOC-Butyrat 
40%, verseift (Enzymmenge A der Tab. 1 und 2). Der Stickstoffgehalt 
dieser Enzymmenge wurde in mg N angegeben (Tab. 3), die Mitochon- 


Tab. 3. Die Esteraseaktivitat der untersuchten Fermentpraparate. 








Aktivitat 
Nr. Tierart Fraktion mgN apt omg 
bezogen) 
1 Ratte Mitochondrien 0,001 100% 
2 Uberstand bei 20 000 g 0,0026* 38,5 %, 
(Mikrosomen u. Proteinfrakt.) 
3 ue Kerne und Zellreste 0,0029 34,5 /5 
4 au Mikrosomen 
(berechnet aus der Differenz 31,8 J 
zwischen 2 und 6) 
5 Es Blutserum 0,0067* 14,9 %/) 
6 om Proteinfraktion 0,015* 6,7 /p 
(Uberstand bei 105000 g) 
7 Rind | Globuline 0,041** 2,4 J, 
8 iy Albumine 0,1025**| — 0,98%/, 
9 Mensch Blutserum 0,46* 0,229/, 














AuBer dem Blutserum stammten alle Enzympraparate aus der Leber. 
* Der Rest-N wurde hierbei abgezogen. 
** Nach erschépfender Dialyse. 
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drien als wirksamste Fraktion willkirlich gleich 100% gesetzt und die 
Aktivitat der anderen Enzympriparate darauf bezogen. 


Man erkennt (Tab. 3), daB neben den Mitochondrien die Kerne und 
Zellreste sowie die Mikrosomen die weitaus wirksamsten Zellbestand- 
teile der Leber sind. Die nicht geformten Bestandteile der Leber, die 
Proteinfraktion der Rattenleber sowie die Globuline und Albumine der 
Rinderleber, ferner das Blutserum von Ratte und Mensch sind wesent- 
lich weniger aktiv. Die Unterschiede zwischen der Proteinfraktion der 
Rattenleber und dem Rattenserum sind relativ gering. 

Es 148t sich nicht sicher sagen, ob dieser Unterschied signifikant ist, da das 
Blutserum der Ratte von einem anderen Tier stammte, als die Rattenleber und 
ferner Saccharose, in der die Leberfraktionen gewonnen wurden, die Verseifung 
etwas férdert. 


Ratten-Leber- und -Serum-Esterasen sind wesentlich aktiver als 
die entsprechenden Priparate von Rind und Mensch. — Die Esterasen 
der Mitochondrien hydrolysieren die anderen in Tab. 1 und 2 angefiihrten 
Ester des DOC mit der gleichen GesetzmaBigkeit wie die Esterasen, die 
nicht an die geformten Bestandteile gebunden sind (Proteinfraktion, 
Blutserum und Globulin- sowie Albumin-Fraktion der Rinderleber). 
Es ist daher auch in den Mitochondrien der gleiche Wirkungsmechanis- 
mus wie bei den anderen untersuchten Esterasen anzunehmen. 


Uber Hemmungen und Aktivierungen 


Verschiedene anorganische und organische Substanzen beeinfluBten 
die Spaltbarkeit des DOC-Butyrat durch Leber- und Serum-Esterasen. 


Durch 0,1-n.NaAsO, werden die Albumine und Globuline der Rinderleber um 
30 bis 60°/) gehemmt. MnSO, und MgSO, hemmen bereits in einer Konzentration 
von 0,005-n. gleich stark. 0,1-n.Cystein und 0,1-n.NaCN zeigt keine Wirkung. NaF 
hemmt die Reaktion bei einer Konzentration von 0,01-n. zu 50°/); Dies entspricht 
auch etwa den Angaben von Dirscher]?. Vor und nach der Dialyse ist das Globulin 
und Albumin der Rinderleber gleich wirksam. Das beweist, daB das Ammonium- 
sulfat, das in diesen beiden Fraktionen enthalten war, keinen wesentlichen EinfluB 
auf die Verseifung hat. Durch 10 Min. langes Aufkochen der Enzymansiatze (100° C) 
wird die Fermentaktivitat aller Esterasen vollstandig zerstért. Kochsaft des mensch- 
lichen Serums und der Proteinfraktion der Rattenleber steigert die Esterase- 
Wirksamkeit der Globulinfraktion der Rinderleber um 50 bis 100°/); auf ahnliche 
Befunde wurde bereits 1904 hingewiesen®. Die Esterasewirkung 14Bt sich demnach 
durch einen thermostabilen Faktor verbessern. Ein unterschiedliches Verhalten in 
der Vergiftbarkeit zeigen die Fermente der Rattenleber und des Rattenserums. 
0,1 mg Atoxyl hebt die Esterasewirkung des Rattenserums praktisch auf, wahrend 
die Esterase der Rattenleber unbeeinfluBt bleibt. Letzteres steht im Gegensatz zur 
Leberlipase (Organextrakt Mensch)‘. Ein menschliches Serum wurde durch Atoxyl 
(0,2 mg) um 25°/, gehemmt. — Chinin (1 mg) hemmt Rattenserum um etwa 20°/, 
und menschliches Serum um 50°/,. — Acetylcholin (0,1- u. 0,01-m.) und Saccharose 
(0,1- u. 0,01-m.) hemmen die Butyrat-Hydrolyse durch Rinderglobuline nicht. 
Waren unsere Esterasen Acetylcholin-Esterasen oder Glucuronidasen, so wiirden 
sie durch diese Substrate kompetitiv gehemmt. 


3 R. Magnus, diese Z. 42, 149 [1904]. 
4 P. Ronau. R. Pavlovic, Biochem. Z. 184, 108 [1923]. 
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Besprechung der Ergebnisse 


Alle untersuchten Fermentpriparate verseiften die verschiedenen 
Steroidhormon-Ester prinzipiell gleich. Auch zwischen Ratte, Rind und 
Mensch konnte kein grundsiatzlicher Unterschied festgestellt werden. Es 
ergab sich nun die Frage, ob dieses Prinzip nur fiir Steroidester gilt oder 
auch fiir andere Ester zutrifft. Aus der Literatur erhielten wir hieriiber 
AufschluB: Nach Hofstee® liegt das Optimum der Hydrolyse durch 
Pankreasenzyme bei Fettsiureestern der Salicylsiure zwischen C, und 
C,. Fast die gleiche charakteristische Abhingigkeit von der Linge der 
Fettsaiurekette fanden Balls und Mattlack®, die homologe Ester des 
Athylalkohols und des Glycerins mit Leberfermenten spalteten. Bei ihren 
Untersuchungen wurden die Fettsiuren von C, bis C,, optimal verseift. 

Zu anderen Ergebnissen gelangten Byron et al.’ mit Cholesterin-Fettsaure- 
estern. Der Fettséurerest wurde mit steigender C-Atomzahl (C, bis C,,) durch Leber- 
esterasen schlechter abgespalten. So wurde z. B. Cholesterin-butyrat viel besser 
verseift (38°/9) als Cholesterin-caprylat (6,6°/,), was unseren ‘Befunden widerspricht. 
Allerdings wurden die Ergebnisse der genannten Autoren mit anderen Enzym- 
praparaten und Substraten sowie unter wesentlich anderen Bedingungen (z. B. viel 
héherer Substratkonzentration) gewonnen. 

Ein EinfluB des Alkohols machte sich nur bemerkbar, wenn das 
C-Atom, das die OH-Gruppe tragt, anders substituiert war. DOC, Corti- 
son und Cortisol unterschieden sich praktisch nicht. Dies entspricht den 
uns spiter bekanntgewordenen Befunden von Zaffaroni$’, der auBer 

den Acetaten der erwahnten 3 Steroide auch noch Corticosteron (Ken- 
dalls Comp. B)-acetat untersuchte. Die angefiihrten Acetate zeigten 
keinen Unterschied in ihrer Verseifbarkeit. Oxygruppen am C-Atom 11 
und am C-Atom 17 haben daher keinen Einflu8 auf die Verseifbarkeit. 
Ester des sekundiren Alkohols 17--C xy-testosteron werden schlechter 
verseift, die des tertiiren Alkohols 17-£-Oxy-methyl-testosteron kaum 
noch. 

Vergleichen wir unsere Untersuchungen der enzymatischen Hydro- 
lyse mit den Ergebnissen, die mit gleichen Estern durch biologische 
Teste gewonnen wurden, so zeigt sich, da die Depotwirkung der 
Steroide durch die Verseif barkeit nicht ausreichend erklart werden kann. 
Sicher spielen Diffusionsvermégen und Léslichkeit des Steroidesters 
sowie die Permeabilitiét des Gewebes, in das der Steroidester appliziert 
wurde, und die Umwandlungen durch dieses Gewebe auch eine wesent- 
liche Rolle. — So wurde Testosteron-énanthat durch unsere Esterase- 
praparate relativ gut gespalten, wiahrend es im biologischen Test eine 
besonders lang anhaltende Wirkung zeigte®. Andererseits waren be- 


5 H. J. Hofstee, J. biol. Chemistry 199, 365 [1952]. 

° A. K. Ballsu. M. B. Matlack, J. biol. Chemistry 128, 679 [1938]. 

? J.E. Byron, W. A. Wood u. C.R. Thredwell, J. biol. Chemistry 205, 
483 [1953]. 

8 A. Zaffaroni, Rec. Progr. in Hormon Res. VIII, 273 [1953]. 

®* K. Jungmann, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 
215, 85 [1952]. 
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sonders schwer spaltbare Ester z.B. Testosteron-palmitat im biolo- 
gischen Test praktisch unwirksam’°, Ferner kann durch Veresterung mit 
bestimmten Fettsaiuren die biologische Wirkung der Steroidhormone 
verlangert und zum Teil gesteigert werden! 19%; auch der ver- 
bessernde Effekt ist durch die Verseifbarkeit nicht erfaBbar. Jedoch 


ergaben verschiedene biologische Teste z. Tl. untereinander abweichende 
Resultate. 

Protrahierte und verstarkte Wirkung zeigte im biologischen Test auch das 
Testosteron-f-cyclopentyl-propionat!*, Dieser Ester stand fiir unsere Untersu- 
chungen nicht zur Verfiigung. — Wir vermuten, daB er schlechter als der analoge 
Fettsaureester gleicher C-Atomzahl (-Caprylat) verseift wird. Seine Verseifbarkeit 
diirfte etwa in der GréBenordnung der Ester verzweigter Fettsiuren liegen, wobei 
fiir die Testosteron-Ester verzweigter Fettsiuren niedrigere Werte anzunehmen 
sind als fiir die in Tab. 2 angegebenen DOC-Ester. — 

Biologische Untersuchungen mit NNR-Hormonestern mit protrahierter 
Wirkung liegen bisher wenig vor. Gross und Tschopp" fanden, daB DOC-Tri- 
methylacetat protrahiert wirkt. Dieser Ester wurde bei unseren Untersuchungen zu 
6°/, verseift und das besonders wirksame Testosteron-dnanthat zu 19/9. Auch das 
oben erwahnte Testosteron-cyclopentyl-propionat diirfte etwa gleich stark ge- 
spalten werden. — Es liegen nicht genug Untersuchungen vor, um zu entscheiden, 
ob die Werte nur zufallig oder gesichert tibereinstimmen. Sicher ist jedoch, daB die 
Verseifbarkeit nicht der einzige maBgebliche Faktor hierbei ist, da eine groBe Reihe 
von Steroid-Hormonestern ahnlich stark verseift wurden und im biologischen Test 
keine besondere Wirksamkeit zeigten. 

Theoretisch wire eine gezielte Therapie mit Steroidhormon-Estern 
dadurch méglich, daB man Steroid-Ester verwendet, die von einem 
Organ oder Gewebe bevorzugt gespalten werden. Da sich jedoch die 
Esterasen von Blut-Serum und Leber prinzipiell gleich verhalten, er- 
scheint nach unseren Untersuchungen hierzu wenig Aussicht. Jedoch 
fanden wir, daB Rattenserum das DOC-Furoat viel langsamer spaltet, 
als die Rattenleber-Fermente. Dieser Befund laBt eine gezielte Therapie 
immerhin méglich erscheinen. 

Uber die enzymatische Hydrolyse von Ostrogenestern durch Blut- 
serum wurde kirzlich berichtet. Dabei fanden sich unter anderem bei 
Pankreatitis erhGhte Esterase-Werte!5. Ahnliches wird wahrscheinlich 
auch fiir unsere Steroidester gelten. 


Da die Mitochondrien, die Mikrosomen sowie die Kerne und Zell- 
reste der Leber die gréBte Aktivitaét aufweisen, vermuten wir, daB die 
Esterasen in den geformten Bestandteilen der Leberzelle gebildet werden. 


10 K. Miescher, H. Kagi, C. Scholz, A.Wettstein u. E. Tschopp, 
Biochem. Z. 294, 39 [1937]; K.Miescher, A. Wettstein u. E. Tschopp, 
Biochem. J. 30, 1970 [1936]. 

11 A, Butenandt, diese Z. 191, 140 [1930]. 

2 A, Butenandt u. K. Tscherning, diese Z. 229, 185 [1934]. 

18 ©, A. Ott, M.H. Kuizenga, S.C. Lyster u. B.A. Johnson, J. clin. 
Endocrinol. Metabol. 12, 15 [1952]; W. W. Robinson, ebenda 18, 1279 [1953]. 

14 F, Gross u. E. Tschopp, Experentia [Basel] 8, 75 [1952]. 

15 F, Bischoff, Y.S. Yee, J.J.Moran u. R.E.Katherman, J. biol. 
Chemistry 189, 729 [1951]. 
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Uber den enzymatischen Verlauf der Hydrolyse méchten wir folgende Arbeits- 
hypothese diskutieren: Wir nehmen eine gemeinsame Wirkungsgruppe aller unter- 
suchten Esterasepraparate an, da sie sich gegen verschiedene Ester prinzipiell gleich 
verhalten. Auch der systematische Gang — Anstieg, Maximum und Abfall — der 
Esterase-Spaltbarkeit mit steigender C-Atomzahl der Fettsiure sowie das qualitativ 
gleiche Verhalten von Globulinen und Albuminen der Rinderleber sprechen fiir 
diese Annahme. Falls es sich dagegen um verschieden substratspezifische Esterasen 
handeln wiirde, wire unregelmaBige Abhangigkeit der Esterase-Aktivitét von der 
C-Atomzahl sowie ungleiche Verteilung der einzelnen Enzymindividuen bei der 
fraktionierten Fallung zu erwarten. — Unsere Befunde entsprechen hierin denen 
von Bamann et al. an Esterasen von héheren Pflanzen und anderen Substraten!®. 
— Auch sind einzelne substratspezifische Esterasen unwahrscheinlich, weil alle 
untersuchten Ester und ein groBer Teil der Saiurereste in der Natur nicht vor- 
kommen. — Die Vergiftung mit NaAsO, sowie mit NaF? sprechen fiir den Thiol- 
charakter der Wirkungsgruppe, der auch fiir die Pankreas-Lipase und -Esterase 
angenommen wird !’, 


Die relative Spezifitat!® des Fermentes kann durch’ die unterschiedliche 
Fixierbarkeit der verschiedenen Saurereste an das Fermentprotein verursacht 
werden. Diese Haftstellen miissen hydrophob und linear angeordnet sein, wie dic 
gute Verseifbarkeit der geraden Fettsiureester und die schlechte Spaltbarkeit der 
verzweigten sowie der Oxy- und Dicarbonsiureester schlieBen 1a4Bt. — Die schlechte 
Spaltbarkeit dieser Ester kann darauf beruhen, da kurze Fettséiuren nicht ge- 
niigend fixiert werden kénnen, langere zu wenig léslich sind und sich raumlich 
nicht ausreichend an das Enzym anpassen kénnen. 

Kin direkter Einflu8 der aliphatischen Kette der Fettsaiure auf die Estergruppe 
ist bei den kurzen Fettsaéuren wahrscheinlich, bei den langeren Fettsauren jedoch 
nicht, wie der Vergleich mit den Dissoziationskonstanten zeigt, die sich von der 
Propionsaure an aufwarts praktisch nicht mehr andern!®. 


Stereochemische Unterschiede der Alkohole kénnen ebenfalls die enzyma- 
tische Hydrolyse beeinfiussen?°. In diesem Zusammenhang sei erwahnt, da ein 
Ligand eines Steroids in polarer Stellung stirkerer sterischer Hemmung unterliegt 
als einer in aquatorialer Stellung?!. So zeigte sich, daB das cis-2-substituierte Cyclo- 
hexanol mit polarem Hydroxy] schwieriger zu verestern und zu verseifen ist, als die 
analoge aquatoriale Verbindung”*, Wir hatt.. keine stereoisomeren Ester zur Ver- 
fiigung und kénnen daher hieriiber nichts aussagen. Wir méchten jedoch besonders 
darauf hinweisen, daB bei den angefiihrten Testosteron- und Methyltestosteron- 
Estern stets die 17-OH-Gruppe in f-Stellung stand; die Unterschiede der Verseif- 
barkeit kénnen demnach nicht durch Stereoisomerie erklart werden. 


Methodik 


Von etwa 3 Monate alten mannlichen Ratten wurden die angegebenen Leber- 
Zellfraktionen durch Ultrazentrifugieren?* gewonnen. Das Rattenserum erhielten 
wir durch Ausbluten decapitierter Ratten. Menschliches Serum wurde von zwei 
gesunden Personen aus der Armvene abgenommen. — Zur Darstellung der Rinder- 


-6 KE. Bamann, E. Ullmann u. N. Tietz, Biochem. Z. 324, 249 [1953]. 

17 J. E. Scott, Nature [London] 172, 777 [1953]; S.S.Weistein und 
A.M. Wynne, J. biol. Chemistry 112, 649 [1935]. 

18 R. Ammon u. W. Dirscherl, Fermente, Hormone, Vitamine; Georg 
Thieme (1938), S. 25. 

19 P. Karrer, Lehrbuch der organischen Chemie, 9. Auflage, S. 207. 

20 K. Bamann u. P. Laeverenz, Ber. dtsch. chem. Ges. 64, 897 [1931]. 

21 D. H. R. Barton, Experientia [Basel] 6, 316 [1950]. 

22 G. Vavon, Bull. Soc. chim. France (4), 49, 937 [1931]; zitiert nach?!. 

23 D. Amelung, H. J. Hiibeneru. L. Roka, diese Z. 294, 36 [1953]. 
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globuline und Albumine haben wir zur Leber die fiinffache Menge destillierten 
Wassers zugegeben, anschlieBend homogenisiert (Starmix), mit Essigsiure auf 
pu 5,0 gebracht, 30 Min. bei 37° bebriitet, zentrifugiert und den Bodensatz ver- 
worfen. Danach wurden die Globuline und Albumine durch Halb- bzw. Ganz- 
Sittigung mit Ammoniumsulfat gefallt und ohne weitere Reinigungsschritte ge- 
friergetrocknet. Nach zweitagiger Dialyse dieses Trockenpulvers war die Aktivitat 
im Bereich des Fehlers unveraindert; auch blieb die Wirksamkeit des Trocken- 
pulvers im Laufe der Untersuchungen (4 Monate) konstant. Alle anderen Enzym- 
praparate wurden bei —30° eingefroren; hierbei ging mit der Zeit ein Teil der Akti- 
vitat verloren. Daher wurde bei allen Untersuchungen als Kontrolle ein Ansatz mit 
DOC-Butyrat eingesetzt. Hierdurch konnte die Aktivitatsminderung der Enzyme 
erkannt und beriicksichtigt werden. 

Die Enzympraparate wurden in Phosphatpuffer gelést (0,l-m., px 7,3) und in 
Glasschliffréhrchen bei 37° im Wasserbad geschiittelt. Das Reaktionsvolumen 
betrug in allen Fallen 4ccm. Die Zusaitze wurden gleichfalls in Phosphatpuffer 
zugegeben und, soweit notwendig, auf px 7,3 eingestellt. Der Stereoidester (pro 
Ansatz etwa 100 y Steroid) wurde in 0,1 ccm Athanol zugesetzt. Wir unterbrachen 
die enzymatische Reaktion mit Chloroform’, mit dem gleichzeitig drei mal aus- 
geschiittelt wurde. Der Chloroformextrakt wurde eingedampft, in wenig Chloroform 
wieder gelést und auf Streifen von Schleicher & Schiill-Papier 2043 b der Abmessung 
2,5 x 37 cm aufgetragen. Das Papier war vorher mit 25-proz. methanol. Propylen- 
glykol getrinkt. Die Streifen wurden in Glasrahmen aufgespannt und zweimal 
ascendierend in Petrolather entwickelt. Zwischen dem ersten und zweiten Lauf 
wurde das Papier 5 bis 10 Min. getrocknet und nochmals mit 25-proz. Propylen- 
glykol in Methanol fein bespriiht. Nach diesem Vorgehen waren DOC und Testo- 
steron stets ausreichend vom Startpunkt getrennt, waihrend die Ester mit der 
Frontlinie liefen oder dicht unter der Front durch Kontaktphotographie zu erkennen 
waren. Die Dicarbonsaiure- und die Oxydicarbonsiure-ester blieben am Start. DOC 
hatte einen Rr-Wert von 0,3 und Testosteron von 0,27. —- Spaiter verwendeten wir 
auch als Lésungsmittel Ligroin®® (benzolfreies Benzin), in dem sich die Rr-Werte 
von z. B. Testosteron (RF:0,32), Desoxycorticosteron (RF: 0,39) und 11-Keto- 
progesteron (Rr: 0,46) nach zweimaligem Lauf besser unterscheiden. Die quanti- 
tative Auswertung erfolgte im UV*4. Mit beiden Lésungsmitteln wurden quanti- 
tativ gleiche Ergebnisse erhalten. 


Wir sind der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir eine Sachbeihilfe 
zu groBem Dank verpflichtet. Besonders danken wir der Schering A. G. und der 
Ciba A. G. fiir die Uberlassung der Steroidester, wodurch unsere Untersuchungen 
erst erméglicht wurden. 


Zusammenfassung 


Die Spaltbarkeit verschiedener Ester der Steroidhormone DOC, 
Cortison, Cortisol, Testosteron und Methyltestosteron durch Leber- und 
Serum-Esterasen wird untersucht und der EinfluB des Saéurerestes sowie 
des Alkohols auf die Verseifung beschrieben. 

Der Saurerest der Ester beeinfluBt die Spaltbarkeit stark. Ester 
gerader Fettsiuren mit 4 bis 12 C-Atomen werden am leichtesten ge- 
spalten, die niederen und héheren Fettsaéuren schlechter ; DOC-Palmitat 
wird kaum noch verseift. Die Ester verzweigter Fettsiuren werden durch 
die gleichen Enzyme viel schlechter gespalten als die analogen Ester 
unverzweigter Fettsdiuren. 


24H. J. Hiibener u. D. Amelung, diese Z. 298, 126 [1953]. 
25 K. Savard, J. biol. Chemistry 202, 457 [1953]. 
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Die Dicarbonsiurehalbester DOC-Malonat und DOC-Succinat so. 
wie der Oxydicarbonsiurehalbester DOC-Tartrat werden trotz ihrer 
guten Léslichkeit sehr schlecht hydrolysiert. 

Vom Alkohol wird die Verseifbarkeit nur durch das C-Atom beein. 
fluBt, das die an der Esterbildung beteiligte OH-Gruppe tragt. Die 
primaren Alkohole (C,,-OH) DOC, Cortison und Cortisol werden gleich 
gut verseift, der sekundire Alkohol 17-/-OH-Testosteron geringer und 
der tertiare 17-6-OH-Methyl-testosteron praktisch nicht. 

Von den Enzympriparaten zeigen die geformten Bestandteile der 
Leber, die Mitochondrien, die Mikrosomen sowie die Kerne und Zell. 
reste, groBere Aktivitat, als die nicht an geformte Bestandteile der Zelle 
gebundenen Esterasen, Proteinfraktion, Globuline und Albumine der 
Leber sowie das Blutserum. Die Esterasen der Ratte waren aktiver als 
die des Rindes und des Menschen. — Alle untersuchten Enzyme unter- 
scheiden sich jedoch qualitativ nicht. 

Es werden orientierende Untersuchungen iiber den Reaktions- 
mechanismus geschildert. — Am Schlu8 werden die Befunde diskutiert 
und mit der Literatur verglichen. Es zeigt sich, daB unsere Ergebnisse 

nicht spezifisch fiir Steroidester gelten, sondern Ester anderer Alkohole 
sich analog verhalten. 


Uber die Wirkung von B-Homobetain, Glykokollbetain 
und einiger ihrer Ester auf den Tierkérper 


Von 
Erich Strack, Fritz Hentsch und Werner,Mischel 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Leipzig 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Januar 1954) 


Aliphatische Trimethylbetaine, wie sie in Gestalt von Glykokoll- 
betain, Carnitin und ahnlichen Stoffen im Tierkérper vorkommen, sind 
reizschwache Stoffe. Nur sehr hohe Dosen von ihnen wirken auf isolierte 
Testorgane und rufen am Ganztier Erscheinungen hervor. Die Reiz- 
wirkung des quartiéren Stickstoffes, die im Acetylcholin so stark hervor- 
tritt, ist bei ihnen weitgehend zuriickgedringt. Die Hauptursache fiir 
die schwache Reizkraft ist anscheinend die freie Carboxylgruppe!. Denn 
wird diese substituiert, so entstehen abhiingig vom Substituenten wirk- 
same Derivate. Zugleich ist in ihnen der Dipolcharakter der Betaine 
sehr vermindert. 


1 R. Hunt u. R. R. Renshaw, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 29, 17 [1926]. 
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Das Erscheinungsbild, das der Tierkérper nach Zufuhr gréBerer 
Mengen von Betainen bietet, beschrieb schon Brieger? 1886. Es ist 
in der Folgezeit fiir verschiedene Betaine erneut bestitigt worden*-°. 
Eine gewisse Sonderstellung schien jedoch das $-Homobetain einzu- 
nehmen. Von ihm sind Giftwirkungen beschrieben worden, deren Ur- 
sache nicht klar zutage liegt. Guggenheim’? fiihrt es als ungiftig auf, 
und H. Mayer® fand 6-Homobetain an Froéschen nicht stirker toxisch 
als x-Homobetain, von dem Ackermann und Kutscher‘ einer Katze 
6g Chlorid am Tag schadlos fiittern konnten. Demgegeniiber fanden 
Moyer und Du Vigneaud®, daB 6-Homobetain fiir Ratten giftig ist. 

Allgemein sind carboxyl-substituierte Derivate des -Homobetains 
am Warmbliitler viel reizstirker als gleiche Derivate von anderen Be- 
tainen. Die Glykokollbetain-ester, eine Reihe weiterer Ester nicht tier- 
eigener Betaine!, Ester von Crotonsdurebetain und y-Butyrobetain?® ® 
zeigen die Sonderstellung des $-Homobetains als Reizstoff. Auch Bass 
und Mitarbeiter!! beschrieben ausfihrlich die hohe Wirksamkeit des 
p-Homobetain-methylesters. Er wirkt nur wenig schwacher als das ihm 
strukturisomere Acetylcholin??. Die hohe Wirksamkeit von Derivaten 
des 6-Homobetains gabe eine Erklarung dafiir, daB dieses Betain gif- 
tiger wire als seine Homologen, wenn man sich vorstellt, daB es z. B. 
natiirliche, aber weniger wirksame Betainderivate des Tierk6rpers er- 
setzen kénnte, sie demzufolge aus ihren physiologischen Funktionen 
verdringen wiirde. Um diese Vorstellung zu priifen, die fiir Fragen 
nach der Wirkungsweise der Betaine Bedeutung hat}**, haben wir die 
Giftigkeit des B-Homobetains und einiger Betainester am Ganztier 
untersucht. 

B-Homobetain wurde Rana esculenta und Ratte subcutan ge- 
spritzt. Die waBrigen Lésungen der Chloride wurden mit Natronlauge 
neutralisiert und rasch injiziert. Beim Frosch in den Lymphsack gegeben, 
traten bei 10—15 mg pro 10 g Tier die ersten Erscheinungen auf: Nach 
wenigen Minuten werden krampfartige Schluck- und Atembewegungen 
gemacht, dann sistiert nach weiteren 2—3 Min. die Atmung, und der 
Frosch bleibt in Opisthotonus-Stellung still sitzen. Die hinteren Ex- 
tremitdéten werden weit auf den Riicken gezogen. Die Augen sind halb 
geschlossen. Nach 1—2 Stdn. léBt die Haltung nach, und die Tiere er- 


2 F. A. Brieger, Uber Ptomaine, Aug. Hirschwald, Berlin 1886. 

3 F. Kutscher u. A. Lohmann, Arch. ges. Physiol. 114, 553 [1906]. 

4D. Ackermann u. F. Kutscher, Z. Biol. 72, 177 [1920]. 

5 W. Linneweh, diese Z. 181, 42 [1929]. 

6 A.S.V. Burgen u. F. Hobbiger, Brit. J. Pharmakol. 4, 229 [1949]. 

7M. Guggenheim, Die biogenen Amine, S. Karger, Basel 1951, S. 272. 

8 H. Mayer, zit. n. J. Weiss, Arch. Pharmaz. 228, 186 [1890]. 

9 A.W. Moyer u. V. du Vigneaud, J. biol. Chemistry 148, 373 [1942]. 

10 E. Strack u. K. Férsterling, diese Z. 257, 1 [1938]. 

11 W. M. B. Bass, F. W. Schueler, R. M. Featherstone u. E. G. Gross, 
J. Pharmacol. exp. Therapeut. 100, 465 [1950]. 

12 FE. Strack u. K. Férsterling, diese Z. 285, 207 [1950]. 

12a E. Strack u. K. Férsterling, diese Z. 295, 377 [1953]. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 296 17 








258 Erich Strack, Fritz Hentsch u. Werner Mischel, Bd. 296 (1954) 
holen sich vollig. Bei 15—18 mg /-Homobetain treten die Erschei- 
nungen verstaérkt und beschleunigt ein und halten langer an. Bei 
18—22 mg pro 10g Frosch tritt nach wenigen Schluckbewegungen in 
kirzester Zeit vollige Erschlaffung ein, und die Tiere werden bewegungs.- 
los. Sie erholen sich nicht mehr. 

Bei der Ratte rufen 10—15 mg 6-Homobetain pro 10g Tier sub- 
cutan injiziert, starkere Salivation und Lacrimation hervor und gelegent- 
lich Kot- und Urinabgang. Die Tiere legen sich fast stets auf die rechte 
Seite und haben sich etwa nach 1] Stde. wieder erholt. Bei gr6éBeren 
Dosen verstarken sich diese Erscheinungen, um bei Mengen von etwa 
18 mg ab zum Tode zu fihren (siehe Tab. 1). 


Tab. 1. Wirkung von Betainen (Wirkungsart s. Text); Dosis in mg pro 10 g Tier, 



















, Glykokoll- |Crotonsaiure- 
B-Hom obetain betain betain Wirkung 
Frosch | Ratte Frosch Frosch 
0—10 O— 6 bis 30 — keine 
10—15 7—10 — _ schwache 
15—18 10—15 40—75 40—45 starke 
iiber18 tiber18 90 60 tédliche 














Bemerkeniswerterweise sind toxische und letale Dosis sowohl bei 
Kalt- als auch bei Warmbliitlern etwa gleich groB. Wegen der nur ins- 
gesamt 40 Versuche sehen wir von einer statistischen Auswertung ab. 
Vergleicht man die toxische Wirkung des 6-Homobetains mit der einiger 
seiner bekannten Homologen, so ist sie etwa dreimal gréBer. Dies zeigte 
das y-Butyrobetain’ und das Crotonsaurebetain an Mausen>, 6-Homo- 
betain ist auch an Fréschen toxiscl er als Glykokollbetain. So riefen bis 
30 mg Glykokollbetain pro 10g Frosch keine sichtbaren Wirkungen 
hervor, wahrend 45—75 mg pro 10 g Frosch mittelstarke Erscheinungen 
zeigten, wie wir sie bei dem $-Homobetain und den Estern anfiihren, 
und erst Mengen von 90 mg pro 10 g Frosch waren tédlich. Von Croton- 
siurebetain gaben 40—45 mg pro 10 g Frosch mittelstarke Wirkungen, 
die nach langstens 1 Tag abgeklungen waren, waihrend 60 mg in wenigen 
Minuten anscheinend tédlich wirkten. Eine zufillig nach 3 Tagen vor- 
genommene Offnung des Thorax zeigte dann aber, daB das Herz immer 
noch langsam und kraftig schlug. Ob sich diese Tiere doch noch spontan 
erholt hatten, bleibt fraglich. Wir studierten aus Materialmangel diese 
Beobachtungen nicht eingehender. 

Unsere Priifungen ergaben also, daB das $-Homobetain keinesfalls 
so giftig ist, daB einige wenige mg eine Ratte zu téten vermégen. Da 
Moyer und Du Vigneaud® £-Homobetain an ihre Ratten aber ver- 
fiitterten, war durch ihre Art der Zufuhr nicht ausgeschlossen, daB im 
Magen-Darm-Kanal aus $-Homobetain stark giftige Produkte ent- 
stehen. Um dies zu priifen, fiitterten wir zur normalen Nahrung eine 
Woche lang taglich je 8 mg an vier Ratten. Es traten keinerlei patho- 
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logische Erscheinungen auf. Falls giftige Produkte die Ursache der Beob- 
achtung von Moyer und Du Vigneaud waren, so miissen sie in dem 
verfiitterten Praparat vorhanden gewesen sein. 

Vom f-Homobetain untersuchten wir beim Frosch dann noch die 
Ausscheidung, um einen Anhalt zu haben, wieviel vom Betain im Korper 
zersetzt worden war. Hierfiir wurde die Fliissigkeit, in der der Frosch 
gehalten wurde, mit den Ausscheidungen nach etwa 16 Stdn. entnommen 
und filtriert. Das Filtrat wurde bis auf 5—10 ml eingedampft und das 
Betain mit Reineckat bei saurem py gefallt. Dieses wurde wie tiblich 
mit Ag,SO, und BaCl, umgesetzt!*, auf 2—3 ml eingeengt und als 
Goldsalz gefallt und identifiziert: Schmp. 196—197° (197—198°)1*. Bei 
den vier Untersuchungen wurden von eben subletalen Dosen im Mittel 
angenihert 25°% des verabreichten $-Homobetains wiedergefunden. 

Wirkungen des 6-Homobetain-methylesters am Ganztier 
sind 1950 von Bass und Mitarbeitern 1! eingehender beschrieben worden. 
Ihre Befunde stimmen mit unseren friiher gewonnenen?. !® und jetzt 
erneut erhobenen weitgehend tiberein. Wir geben deshalb unsere Er- 
gebnisse nur soweit wieder, als wir andere Beobachtungen im Vergleich 
zu den Angaben jener Autoren machten. 

Die allgemeinen Wirkungen, die wir an 22 Meerschweinchen von 
400 g Gewicht erhoben, waren grundsatzlich den oben angegebenen 
Zeichen fiir Betain ahnlich, nur erheblich verstirkt. 10 y B-Homo- 
betain-methylester als Chlorid pro Tier hatten schwache, ab 50 y 
steigend kraftigere Wirkungen auf Salivation und Lacrimation. Sie be- 
wirkten Urin- und Kotabgang und eine enge Pupille. Nach etwa 1 Stde. 
ist das Erscheinungsbild wieder normal. Nach dieser Zeit sind durch 
Ausscheidung und Hydrolyse des 6-Homobetain-methylesters bei der 
schwach alkalischen Reaktion des Blutes und der Gewebesafte unwirk- 
same Konzentrationen zu erwarten!>. 500 y 6-Homobetain-methylester 
fiihrten unter starkem Auftreten der oben beschriebenen Symptome 
in 20 Min. zum Exitus. Von den héheren Alkoholhomologen der 6-Homo- 
betain-ester haben wir nur einige Dosen gepriift, um deren Wirkungs- 
groBe zu erfassen. Der P-Homobetain-aithylester wirkte etwa 
10-fach schwiacher als der Methylester. Bei etwa 100 y zeigten sich 
schwache Symptome. £-Homobetain-propylester erzeugte bei 
1—1,5 mg schwache, bei 2 mg stirkere Symptome, die nach 20 Min. 
wieder schwanden. Zuweilen traten spontane Muskelzuckungen auf. — 
p-Homobetain-butylester wirkte bei 3mg mittelstark, 4—5 mg 
waren tédlich. — Von Glykokollbetain-estern, die zum Vergleich 
gepriift wurden, zeigte der Methylester bei 500 y pro Meerschweinchen 
schwache, bei 1 mg starke Wirkung. Der Glykokollbetain-athylester 
wirkte bei 1mg gegentiber dem Methylester abgeschwacht. Atropin 








13 J. Kapfhammer u. C. Bischoff, diese Z. 191, 179 [1930]. 
14 J. Weiss, Arch. Pharmaz. 228, 186 [1890]. 

1 E. Strack u. H. Frunder, diese Z. 286, 51 [1950]. 

16H. Frunder, Habil. Arbeit Med. Fak. Leipzig, 1950. 
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hob diese Wirkungen auf. Beim $-Homobetain-propylester wirkte er- 
wartungsgemaB Atropin nicht. Die Unterschiede in der Reaktionsstiirke 
entsprachen etwa den friiher an isolierten Organen gefundenen?2. 

Eine Curarewirkung von f$-Homobetain-estern konnte an Warin- 
bliitlern nicht nachgewiesen werden, wie auch Bass und Mitarbeiter! 
beschrieben. Bei Fréschen war das Erscheinungsbild jedoch uneinheit- 
lich. Curareartige Wirkungen waren hier ganz offensichtlich zu beob- 
achten. Wurden die Stoffe, in 0,1—2 ml gelést, in den Lymphsack der 
Frésche injiziert, so riefen vom $-Homobetain-methylester schon Dosen 
von 10—14 y pro 10 g Frosch Reflexlosigkeit hervor ; 20—40 y geniigten, 
um eine schlaffe Lahmung in 30—60 Min. zu bewirken. Die Herztatig- 
keit lieB nach. Um bei gréBeren Dosen auszuschlieBen, daB etwa eine 
Saurewirkung an den Erscheinungen mitbeteiligt ist, wurden die Stoffe 
vor der Injektion neutralisiert. 

Sofort nach Eintritt der Erscheinungen durch den Methylester 
seziert, schlagt das Herz noch gering. SchlieBlich’ bleibt es in Diastole 
stehen. Tropft man nunmehr Atropin unmittelbar auf das Herz, so 
beginnt es wieder normal zu schlagen. Bei den Athyl-, -Propyl- und 
n-Butylestern treten diese Herzerscheinungen nicht auf, was mit den 
Befunden am isolierten Straubschen Froschherz in Einklang steht’. 
Die héheren Ester haben kaum noch Muscarinwirkung, die bei dem 
Methylester so stark ausgeprigt ist. Die peripheren quergestreiften 
Muskeln reagieren auf die héheren Ester wie auf den Methylester, nur 
daB gréBere Konzentrationen von ihnen benétigt werden (siehe Tab. 2). 


Tab. 2. Wirkung von Betainestern (Wirkungsart s. Text); Dosis in y pro 10g Frosch 


HBM | HBA | HBP | HBB | GBM | GBA | Wirkung 








— 8 — — 70 —150 — 70 = keine 
10—14 30—90 | 70—170] 150—200| 70—170 — schwache 





20—60 — 170—300 | 200—300 | 170—400 | 400—500 | starke 
— — — _ | iiber 400 | 550—600 | tédliche 


Tab. 3. Wirkung von Betainestern (Wirkungsart s. Text); Dosis in y pro 10g 
Meerschweinchen. 


HBM | HBA | HBP | HBB | GBM | GBA_|Wirkung 








— bis 1 bis 6 — — — keine 
0,25 2,5 25—37 = 10—12 bis 25. | schwache 
1,5 — 50 70—75 25 — starke 

12,8 — — 100—125 _ — tédliche 


Reizt man wahrend der Lihmung den Ischiadicus elektrisch, so 
zuckt der Gastrocnemius zuweilen schon auf geringe Reize, bei anderen 
Tieren spricht er nicht an. Die direkte Reizbarkeit des Muskels ist aber 
stets erhalten, zuweilen sogar erhdht. Bei héheren Dosen z. B. von Pro- 


1” F, Hentsch, Dissertat. Naturwiss. Fak. Leipzig, 1950. 
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pylestern bis 300 y pro 10 g Frosch traten bei unmittelbarer Beriihrung 
der Muskeln klonische Kraémpfe auf. 

Zum Vergleich priften wir auch Glykokollbetain-ester. Sie 
wirken grundsatzlich wie die 6-Homobetain-ester, nur schwacher. Von 
Glykokollbetain-methylester erzeugten GréBenordnungen von 200 bis 
250 y pro 10g Frosch prompt schlaffe Lahmung und Reflexlosigkeit. 
Atropin beseitigt die eintretende Herzbeeinflussung. Die letale Dosis 
fiir Glykokollbetain-methylester liegt bei etwa 400 y pro 10g Frosch. 
Von Glykokollbetain-athylester erzeugten Dosen von 400—500 y pro 
10g Frosch Reflexlosigkeit. Etwa 600 y wirken nach 17—19 Stdn. 
tédlich. Die Reflexlosigkeit wurde durch 0,5 ml einer 2-proz. Atropin- 
lésung nicht beeinfluBt. — Die noch nicht eindeutigen und sehr inter- 
essanten Beziehungen der Betaine und deren Derivate zur Frage der 
Curarewirkung bediirfen weiterer eingehender pharmakologischer Unter- 
suchung. Diese liegt auBerhalb unseres Aufgabenkreises. 

Zur Methodik: Die verwendeten Betaine und Betainester wurden nach 


bekannten Vorschriften dargestellt; die B-Homobetain-ester nach Strack und 
Hentsch?’, 18, Sie entsprachen alle den geforderten Reinheitsgraden. 


Die Stoffe wurden als Chloride oder Bromide gepriift. Nur bei einigen der 
f-Homobetain-methylester-Versuche wurde auch das Perchlorat verwendet. Das 
Anion war ohne Einflu8 bei unseren Priifungen. Berechnet wurde stets auf das 
Chlorid. 

Da die B-Homobetainderivate leicht zersetzlich sind (isonitrilartiger Geruch) 
und abhangig von der Herstellungsweise leicht Verunreinigungen enthalten, so ist 
der Reinheitsgrad von besonderer Bedeutung. Bass und Mitarbeiter’! geben 
z. B. den Schmelzpunkt ihres benutzten £-Homobetain-methylesterbromids mit 
156° an, wahrend wir ihn bei 177° fanden. Wieweit die Befunde dieser Autoren 
durch mangelnde Reinheit der Ausgangsstoffe beriihrt wurden, vermégen wir 
nicht zu entscheiden. 

In der Tabelle ist HBM = £-Homobetain-methylester; HBA = f-Homo- 
betain-athylester; HBP = B-Homobetain-n-propylester; HBB = 6-Homo-betain-n- 
butylester; GBM = Glykokollbetain-methylester; GBA = Glykokollbetain-athyl- 
ester. 


Zusammenfassung 


1. 6-Homobetain, Glykokollbetain und einige ihrer Ester sowie 
Crotonséurebetain werden im Tierversuch am Kalt- und Warmbliitler 
geprift. 

2. Parenteral zugefiihrtes 6-Homobetain ist beim Warm- und Kalt- 
blitler etwa gleich stark toxisch. Die letale Dosis betragt 18—22 mg 
des Chlorids pro 10g Tier. Letale und subletale Dosen ergeben ein 
typisches Erscheinungsbild der Vergiftung. Glykokollbetain und 
Crotonséurebetain wirken etwa 1/, so stark. £-Homobetain ist auch an 
Ratten per os gegeben wenig toxisch. 

3. Von subletalen Dosen des 6-Homobetains werden vom Frosch 
nach wenigen Stunden etwa 25% wieder ausgeschieden. 


18 EK. Strack u. F. Hentsch, Chem. Ber. 84, 125 [1951]. 
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4. Die Ester der Betaine sind wesentlich wirkungsstarker als die 
unveresterten Stoffe. Mit steigendem Molekulargewicht der Alkohole 
nimmt die Wirkung ab. Die Ester des 6-Homobetains wirken kraftiger 
als die des Glykokollbetains. 

5. Curareartige Wirkungen der Betainester sind am Warmbliitler 
nicht nachweisbar, am Frosch treten sie wechselnd deutlich hervor, 
Ahnlich wirkte das Crotonsiurebetain. 


Die Spaltung von racemischer Mandelsdure mit einem optisch aktiven 
Anionenaustauscher 


Von 
N. Grubhofer und Lotte Schleith 


Aus dem Institut fiir Virusforschung, Heidelberg, 
Direktor: Reg. Rat. Dr. G. A. Kausche 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Januar 1954) 


Versuche, mittels optisch aktiver Adsorbenzien Racemate zu 
trennen, gehen bis auf Willstatter zuriick. Eine ausfiihrliche Litera- 
turtibersicht findet sich bei Bradley und Easty?. Die beobachteten 
Effekte waren aber im allgemeinen nur gering, den einzigen wirklich 
greif baren Erfolg diirften Prelog und P. Wieland mit der Auftrennung 
der Trégerschen Base an Milchzucker erzielt zu haben. 

Bei unseren Untersuchungen iiber Adsorbenzien mit spezifischen 
Affinitaten‘ stellten wir einen Anionenaustauscher mit Chinin-Molekeln 
als optisch aktiven basischen Zentren her, indem wir einen Carbonsiure- 
Ionenaustauscher mit Chinin veresterten. Ein solches Adsorbens sollte 
die Trennung von racemischen Sauren erméglichen, wenn die Disso- 
ziationswarmen der Salze der beiden Antipoden mit dem esterartig 
gebundenen Chinin geniigend voneinander verschieden waren. 

Eine ahnliche Aufgabe hatten sich kiirzlich Bunnet und Marks? gestellt. 
Diese Autoren hatten optisch aktive Kationenaustauscher dargestellt, allerdings 
durch Einpolymerisieren der optisch aktiven Komponente, nicht durch nach- 
tragliche Modifikation des Polymerisates. Unser Verfahren hat den Vorteil, daB 
die Praparate leichter herzustellen sind, jedoch miissen sie wegen der gréBeren 
Labilitat der Esterbindungen schonender behandelt werden. Den Trennungs- 
versuchen von Bunnet und Marks, welche mit waBrigen oder alkoholischen 
Lésungen racemischer Basen arbeiteten, war kein Erfolg beschieden. Bei diesen 
Lésungsmitteln konnten auch wir mit Mandelsiure und Mandelaten keinen merk- 
lichen Effekt sehen. Erst als wir zu Chloroform als Solvens tibergingen, wurde 
die unterschiedliche Adsorption der Antipoden nachweisbar. 


1 R. Willstatter, Ber. dtsch. chem. Ges. 37, 3758 [1904]. 

2 W. Bradley u. G.C. Easty, J. chem. Soc. [London] 1951, 499. 

3 V. Prelog u. P. Wieland, Helv. chim. Acta 27, 1127 [1944]. 

4 N. Grubhofer u. L. Schleith, Naturwissenschaften 40, 508 [1953]. 
5 J. F. Bunnett u. J. L. Marks, J. Amer. chem. Soc. 74, 5893 [1952]. 
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Adsorbenzien 


Ausgangsmaterial war ein von der Fa. Rohm & Haas, Philadel- 
phia, hergestelltes feinpulvriges, weifBes Carbonsadure-Ionenaustausch- 
harz, XE 64, ein vernetztes Polyacrylsiure-Derivat’. Durch Umsetzen 
mit Thionylchlorid, wobei ein Zusatz von Pyridin wichtig ist, erhalt 
man das Poly-Saurechlorid mit einem durchschnittlichen Chlorgehalt 
von 20%. Damit haben 70% der Carboxygruppen reagiert. Das Chlorid 
wird durch Kochen mit einem Uberschu8 an Chinin in Toluol-Pyridin 
in den Chinin-Ester verwandelt. Das cremefarbene Produkt enthalt rd. 
35° Chinin, was einer Veresterung von 16% der Carboxygruppen ent- 
spricht. 

Um die Zahl der Carboxygruppen weiter zu vermindern, welche 
moglicherweise die Trennung ungiinstig beeinflussen, lieBen wir bei 
einigen Praparaten nach der Reaktion mit Chinin noch absol. Methanol 
einwirken, ehe die unveranderten Saurechloridgruppen wieder zersetzt 
wurden. Es war moglich, auf diese Weise noch weitere 30% der 
Carboxygruppen durch Veresterung zu verschlieBen; allerdings wurde 
dabei ein Teil des Chinins wieder abgespalten. Die Aquivalentgewichte 
der Adsorbenzien gegen Mandelsdure zeigt Tab. 1. Ferner wurde die 
Adsorption von Mandelsiéure an Chinin-XE 64 in verschiedenen L6- 
sungsmitteln und bei verschiedenen Konzentrationen gemessen. In 
Tab. 2 sind die gefundenen Zahlen in scheinbaren Aquivalentgewichten 
ausgedriickt. 


Tab. 1. Basen-Aquivalentgewichte der Chininadsorbenzien gegen Mandelsiure 
und Essigsiure. Lésungsmittel Chloroform. 














‘2.8 Chinin- XE 64 

Chinin-XE 64 nachmethyliert 
Berechnet aus N-Gehalt 935 1340 
Mandelsiure ...... 1037 1330 
Essigsiure. ...... 1180 1280 


Tab. 2. Scheinbare Aquivalentgewichte von Chinin-XE 64 gegen Mandelsiure 
in verschiedenen Lésungsmitteln bei verschiedener Konzentration. 











Mandelsaurekonzentration 0,35% | 1% | BY, 
in Chloroform. . . . . 1037 ae 
in Wasser ...... 6459 1890 1350 
vie oo oo 7600 

Chromatographie 


Es wurde die Methode der Frontalanalyse nach Tiselius® angewandt. Die 
Lange der Harz-Saulen war etwa 1 m, die Harzmenge 35g. Die Versuchsdauer 
betragt 3—4 Tage, wobei 1,5—21 Lésung durchlaufen. Das Harz ist leichter als 


6 A, Tiselius, Kolloid-Z. 105, 101 [1943]. 
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Chloroform; es muB in Toluol eingeschlammt werden und nach dem Absitzen 
mit einer Schicht Glasperlen beschwert werden. Die Mandelsaure ist als hellere 
Zone am Harz zu sehen. Die Fraktionen werden in einem einfachen Fraktionen- 
sammler aufgefangen. Dieser besteht aus einer Reihe von Reagensglasern mit zu 
Schnabeln ausgebértelten Randern und entsprechenden Ausschnitten auf der 
gegeniiberliegenden Seite der Rander. Die Glaser stehen in einem kleinen Wagen, 
so daB der Schnabel des einen Glases in den Ausschnitt des nachsten Glases ragt. 
Der Wagen wird durch ein Wecker-Uhrwerk langsam unter dem Saulenende 
vorbeibewegt. Die Fraktionen betrugen 3—4 ccm, in denen optische Aktivitit 
und Sauregehalt bestimmt wurden. 

Wir versuchten das Harz in der NH,-Form und in der Acetatform zu ver- 
wenden. Es ergab sich aber, daB auch bei Chloroform und Toluol als Lésungs- 
mittel rasche Abdissoziation erfolgte, so daB reproduzierbare Arbeitsbedingungen 
schwierig einzuhalten waren. AuBerdem stérten die Blindwerte im Elut bei der 
Auswertung. Die Harze wurden daher mit Essigsiure behandelt und danach mit 
Alkohol griindlich gewaschen, welcher alle Acetationen quantitativ entfernt. 


Ergebnisse 


Die Auftrennung der Mandelsiure gelang vollstandig; in der ersten 
Fraktion, in welcher Séure nachweisbar war, fanden wir spezif. Dre- 
hungen von [«]p-190 bis 200°. /-Mandelsaure in Chloroform zeigte [«]p: 
—192°. Die Ausbeute betrigt bei unseren Versuchsmafstaben aller- 
dings nur wenige mg. Nur die ersten ccm der eben durchbrechen- 
den Mandelsaure enthielten die optisch reine Kompcnente. Die spezif. 
Drehung nimmt dann rasch ab, wahrend der Drehwert infolge der stei- 
genden Gesamtkonzentration zunachst noch zunimmt (vgl. Abb. 1). 
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Abb. 1. Chromatographie von d,l-Mandelsiure an Chinin XE 64- Harz. 
Frontalanalyse waihrend des Durchbruches. 








Bd 

















Bd. 296 (1954) Die Spaltung von racemischer Mandelsaure 265 














































Diskussion 


Bei den verwendeten Lésungsmitteln Wasser, Alkohol und Chloro- 
form zeigte sich nur in letzterem eine Trennung der Antipoden. Chloro- 
form hat ein geringes Lésungsvermégen fiir Mandelsiure (0,35%). Es 
hat das geringste Dipolmoment von den drei untersuchten Lésungs- 
mitteln. 

Das Gleichgewicht (1), welches das Adsorptionsgeschehen bestimmt, 


(1) MCOOH + HNR = MCOO--*+H,NR = MCOO- + *H,NR 


muB also méglichst zugunsten des in der Mitte stehenden Harz-Mandel- 
siure-Salzes verschoben werden (vgl. dazu Tab. 2). Erst dann kénnen 
die feineren Unterschiede in den Gleichgewichtslagen zur Auswirkung 
kommen, welche den optischen Antipoden zu eigen sind. 

Andere als rein elektrostatische Krifte scheinen bei der Adsorp- 
tion keine Rolle zu spielen, da Essigsiure unter gleichen Bedingungen 
in gleicher Menge an das Harz adsorbiert wird, wobei Bindungen durch 
Restvalenzen kaum in Frage kommen (vgl. Tab. 1). Auch gegen Ben- 
zoesiure und Zimtsaiure fanden wir das gleiche Aquivalentgewicht, 
ebenso gegen Salzsiure. Monochloressigsdure wird allerdings in viel 
gréBerer Menge gebunden, was wohl auf einer Verquellung des Harz- 
kornes beruht. 


Beschreibung der Versuche 


Amberlite XE 64: Das Harz ist eine feinpulvrige Form des Austauschers 
IRC 50 der Fa. Rohm & Haas, Philadelphia’. Das Aquivalentgewicht bestimmten 
wir durch Schiitteln der H-Form mit einem groBen Uberschu8 Natronlauge und 
Riicktitration. Wir fanden Aquiv.-Gew. 108, in Ubereinstimmung mit der Literatur 
und den Firmenangaben. bs 

Die Analysen liefern die Formel (C4,.;H,,;02)n. Ber. Aquiv.-Gew. 91. Gef. 
C 58,68, H 6,37. Cl und N fehlen. 

Chlorierung des XE 64: Das Harz wird mit n-NaOH und n-HCl und 
zuletzt mit Wasser gewaschen, bei 100° sorgfaltig getrocknet. 100 g vorbehandeltes 
XE 64 werden mit 500 ccm frisch iiber Leinél destilliertem Thionylchlorid und 
6cem Pyridin 15—20 Stdn. am RiickfluBkiihler gekocht. Dann wird auf einer 
Fritte abgesaugt und mit Toluol gewaschen. Wenn das meiste Thionylchlorid 
entfernt ist, nimmt man zu dessen restloser Austreibung in Toluol auf und destilliert 
im Vak. ab. Fir die Umsetzung mit Chinin verwenden wir das toluolfeuchte 
Praparat. Zur Analyse wurde mit Methylenchlorid gewaschen und im Hochvak. 
iiber Kieselgel getrocknet. Zur Chlorbestimmung wird 30 min mit 2-n.Natron- 
lauge auf dem Wasserbad hydrolysiert und das Chlorid mercurimetrisch® titriert. 

Ber. C128 Gef. Cl 20 

Veresterung mit Chinin: 100g getrocknete Chinin-Base wurde in 11 
siedendem Toluol + 50 cem Pyridin gelést, dann 100g chloriertes XE 64 ein- 
getragen. Es wird 20 Stdn. im Glycerinbad von 130° am Riickflu8kiihler erhitzt, 
abgesaugt und folgendermaBen gewaschen: 11 Methanol, 1/1 5-proz. methanol. 
Essigsaure, 1 1 5-proz. methanol. Ammoniak®, 1 / 5-proz. waBr. Essigsiure, Wasser 
bis zur Neutralitaét, Methanol, Methylenchlorid. 

7 R. Kunin u. C. Barry, Ind. Engng. Chem. 41, 1269 [1949]. 

8 F.E.Clarke, Analytic. Chem. 22, 1458 [1950]. 
® L. Saunders u. R. Srivastava, J. chem. Soc. [London] 1950, 2915. 
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Das Aquivalentgewicht wurde bestimmt durch maschinelles Schiitteln von 
1 g Harz in 250 ccm Loésungsmittel mit 10 mVal Saure und Riicktitration. Ergeb. 
nisse vgl. Tab. 1 und 2. 


Ber. N 6,78 Gef. N 3,1 (Kjeldahl, Destillation nach Conway) 


Methyliertes Chinin- X64: Nach Ende der Umsetzung mit Chinin 
wird die Flissigkeit abgegossen und das Harz mit 500 ccm absol. Methanol + 50 ccm 
Pyridin weitergekocht. Waschung wie beim Chinin-XE 64. 


Gef. N 2,1, OCH, 10,56 


Chromatographie: Als Saulen verwenden wir Glasrohre von 12 mm 
Innendurchmesser und 1500 mm Lange. Das untere Ende ist verjiingt, oben ist ein 
Reservoir angeschmolzen, welches 1,5 1 faBt und zwei Tiillen tragt, eine von 12mm 
Weite zum Einfiillen und eine engere mit Olive zur Verbindung mit einem Druck- 
schlauch. Ein Wattebausch schlieBt die Saule nach unten ab, dann wird das 
Harz mit Toluol in mehreren Portionen eingeschlammt. Wenn sich alles abgesetzt 
hat, bedeckt man die Oberfliche des Adsorbens mit einem Rundfilter und gibt 
eine 50 mm hohe Schicht Glaskugeln darauf. AnschlieBend wird das Toluol durch 
etwa 21 reinstes Chloroform (+ 1° Alkohol) verdringt. Alkoholfreies Chloro- 
form verbessert die Trennung nicht. Bei Chloroform mit 5% Alkohol konnten 
wir jedoch keine Drehung mehr im Elut feststellen. Nunmehr wird eine 0,5 bis 
0,6-proz. Lésung von d,l-Mandelsaure in Chloroform in das Reservoir gefiillt. Das 
Harz quillt etwas bei der Adsorption, so da8 zur Aufrechterhaltung einer Durch- 
laufgeschwindigkeit von etwa 1 ccm/min mit Stickstoff gedriickt werden muB, 
zuletzt bis zu 3 atii. Der Einfiillstutzen, dessen Rand zweckmaBig durch Umlegen 
verstarkt ist, wird mit einem Korkstopfen verschlossen. Wir haben die Saulen 
auch iiber Nacht laufen lassen, wenn nicht zu befiirchten war, daB inzwischen 
die Mandelséure am unteren Séulenende angekommen ist. Wenn der Druck von 
der Saiule weggenommen wird, mu8 man den Auslauf mit Schlauchstiick und 
Quetschhahn verschlieBen, weil im oberen Teil der Saule ein viel gréBerer Stromungs- 
widerstand herrscht als unten, wo das Harz noch nicht durch die Beladung mit 
Mandelsaure verquollen ist. Es entsteht ein Unterdruck in der Saule, welcher zu 
Kanalbildung im Harzbett fiihrt. Zur orientierenden Priifung, ob schon Mandel- 
siure im Elut vorhanden ist, eignet sich Bromphenolblau + einige Tropfen Wasser. 
Bei der geringsten Sauremenge bleibt das Wasser gelb, statt sich blau zu farben. 
Die Titration der Mandelsiure im Chloroform wurde nach Zusatz des 10-fachen 
Volumens Alkohol mit 0,01-n.NaOH durchgefiihrt. 

Wir danken der Fa. Rohm & Haas, Philadelphia, fiir die groBziigige Uber- 
lassung von XE 64. Herrn Prof. R. Kuhn méchten wir bestens fiir die Freund- 
lichkeit danken, uns die Beniitzung eines Polarimeters in seinem Institut zu ge- 
statten. Der Deutschen Forschungsgemeinschaft gebihrt unser Dank 
fiir die Uberlassung von Sachbeihilfen. 


Zusammenfassung 


Die Carboxygruppen eines Kationenaustauschers (Amberlite 
XE-64) wurden mit Chinin verestert, indem sie nach Uberfiihrung 
in die Saéurechloridgruppen mit Chininbase umgesetzt wurden. Da- 
durch entstand ein Anionenaustauscher mit optisch aktiven basischen 
Zentren, an welchem die optische Auflésung von d,/-Mandelsiure 
durch Chromatographie in Chloroformlésung bewerkstelligt werden 
konnte. 
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Ein weiterer Beitrag zur Glucuronsdure-Entgiftung 


Von 
Heinrich Siidhof 
Aus der Med. Univ. Klinik, Géttingen, Direktor: Prof. Dr. R. Schoen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Januar 1954) 


In einer vorangegangenen Mitteilung? haben wir tiber die Menthol- 


. glucuronid-Ausscheidung beim Kaninchen sowie iiber deren Beeinflub- 


barkeit durch die Behandlung mit Glucose und Glucuronsiurelacton 
berichtet. Wir konnten damals zeigen, daB die intravendse Gabe von 
Glucose zu einer erheblichen Steigerung der Glucuronid-Ausscheidung 
im Harn fiihrt; die einmalige intravenése Injektion von Glucuronsaure- 
lacton tibte dagegen keinen merklichen EinfluB auf diesen Vorgang aus. 

In Weiterfiithrung dieser Untersuchungen haben wir nun gepriift, 
ob neben der Glucose auch noch anderen méglichen Vorstufen der 
Glucuronséure eine Forderung der Glucuronidbildung zugesprochen 
werden kann und ob sich eine Beeinflussung dieses Geschehens durch 
eine intensive Vorbehandlung mit Glucuronsaure-lacton nachweisen 
1aBt. 


Methodik 


Nichtnarkotisierten Kaninchen wurden 12,5 mg prokg Kd6rpergewicht 
Menthol (in Form einer 2-proz. Emulsion) allein sowie in Kombination mit der 
nachfolgenden Gabe von jeweils 100 mg pro kg Kérpergewicht Glucose*, Fruc- 
tose**, Milchsaiure***, Brenztraubensaure*** und Glycerin (jeweils in 
Form einer 10-proz. Lésung) langsam in die Ohrvene injiziert. Der innerhalb von 
2 Stdn. gebildete Harn wurde mit einem Katheter aufgefangen und der Ather- 
glucuronsaure-Gehalt in einem aliquoten Teil nach der Methode von Florkin? be- 
stimmt. Nahere Einzelheiten dieser Versuchsanordnung wurden friiher! ausfiihr- 
lich beschrieben. 

In den Versuchen, bei denen die Mentholglucuronidbildung unter der Be- 
handlung mit Glucuronsaure-lacton* gepriift wurde, wurde den Tieren taglich 
3 x 1,5 g Glucuronsaure-lacton (in Form einer 10-proz. Lésung) durch die Schlund- 
sonde verabfolgt. 

Da am Kaninchen nur eine beschrankte Zahl vergleichbarer Versuche dieser 
Art durchgefiihrt werden kann, enthalt jede Tabelle die Versuche einer besonderen 
Tiergruppe. Bei jeder Tiergruppe wurde die Héhe der Atherglucuronsaure-Aus- 
scheidung im Harn im Anschlu8 an die Mentholinjektion auch ohne gleichzeitige 
Zufuhr eines anderen Stoffs bestimmt. Unter Beriicksichtigung der biologischen 
Schwankungsbreite ist die Ubereinstimmung hier recht gut. 

Alle in den Tabellen angegebenen Werte fiir Atherglucuronsaure sind als 
Glucuronsaure-lacton berechnet. 


* Ein reinstes Praparat der Deutschen Maizena-Werke. 
** TLaevosan. 
*** Jeweils in Form des Natriumsalzes. 
+ Das Glucuronsaure-lacton wurde uns in dankenswerter Weise von den 
Deutschen Maizena-Werken zur Verfiigung gestellt. 
1 H. Siidhof, diese Z. 290, 72 [1952]. 
2M. Florkin u. Mitarbb., Enzymologia (Den Haag) 10, 220 [1942]. 
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Versuchsergebnisse 
Uber die BeeinfluB8barkeit der Mentholglucuronid-Bildung durch 


die Zufuhr méglicher Vorstufen der Glucuronséure geben die Tab. 1—3 
Auskunft. Das Verhalten der Mentholglucuronid-Ausscheidung unter 
der Behandlung mit Glucuronsiure-lacton ist auf den Tab.1 und 4 
wiedergegeben. 

Wie in unseren friitheren Untersuchungen zeigte sich auch jetzt in 
allen Versuchen keine Abhangigkeit der Glucuronid-Ausscheidung von 
der gebildeten Harnmenge. Aus diesem Grunde wurde diesmal auf die 
Wiedergabe dieser GroBen in den Tabellen verzichtet. 

In Bestatigung unserer friiheren Befunde bewirkte die zusitzliche 
Gabe von Glucose (100mg pro kg K6rpergewicht — eine geringere 
Dosis als bei unserer ersten Untersuchung) auch diesmal eine deutliche 
Mehrausscheidung von Atherglucuronsiure im Harn (siehe Langsspalte 3 
der Tab. 1): sie betragt hier mit 4,81 mg pro kg Kiérpergewicht ungefahr 
das Dreifache gegeniiber den Versuchen, in denen das Menthol allein 
gegeben worden war (Langsspalte 2). Der Unterschied zwischen diesen 
beiden Versuchsgruppen ist mit einem p von 0,0025 statistisch gut 


Tab. 1. Mentholglucuronid-Ausscheidung im Harn im AnschluB an die intravenése 

Zufuhr von 12,5 mg/kg K6érpergewicht Menthol in Abhangigkeit von der zusatz- 

lichen Gabe von Glucose, Natriumlactat, brenztraubensaurem Natrium und 
Glucuronsaure-lacton beim Kaninchen. 





















































* Dosis 100 mg/kg Kérpergewicht. 











1 2 | 3 | 4 5 | 6 
mg Atherglucuronsaure (ber. als Glucuronsaure-lacton/kg Kérper- 
gewicht) im Harn innerhalb von 2 Stdn. nach der Injektion von 
Tier Nr. 12,5 mg/kg Kérpergewicht Menthol i.v. und 
nach 3-tagiger 
Vorbehand- 
‘ Natrium- brenstren- lung mit 3-mal 
ITF. -- Glucose = bensaurem 
Gewicht lactat Natrium* |*8!. 1.5g Glu- 
in kg curonsaure- 
lacton per os 
(Datum) (Datum) (Datum) (Datum) (Datum) 
66 2,10 4,30 2,04 1,51 — 
2,5 (29. 9.52) | (1.10.52) | (6.10.52) | (9. 10.52) an 
69 1,36 3,74 2,14 1,04 0,755 
2,5 (26. 9.52) | (29.9.52) | (1.10.52) | (9.10.52) | (12. 10. 52) 
77 0,84 4,56 1,52 1,79 0,299 
2,1 (6. 10. 52) (29. 9. 52) (24. 9. 52) (9. 10. 52) | (12. 10. 52) 
79 1,38 6,65 2,65 3,80 3,880 
2,3 (6. 10. 52) (1. 10. 52) (19. 9. 52) (9. 10. 52) | (12. 10. 52) 
Mittel 1,42 4,81 2,09 2,04 _ 
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Tab. 2. Mentholglucuronid-Ausscheidung im Harn im AnschluB an die intravenése 
Zufuhr von 12,5 mg/kg Kérpergewicht Menthol in Abhangigkeit von der zusatz- 
urch lichen Gabe von Glucose und Fructose beim Kaninchen. 
= 
. 1 2 | 3 | 4 
nter 
d 4 mg Atherglucuronsaure (ber. als Glucuronsaure-lacton/kg 
Tier Nr. K6rpergewicht) im Harn innerhalb von 2 Stdn. nach der 
bj Injektion von 12,5 mg/kg Kérpergewicht Menthol i.v. und 
i 
ae --— = Glucose Fructose 
i 100mg/kg! 100mg/k 
die in kg Datum Datum ( Kienee’ Datum a 
1953 1953 gewicht) 1953 gewicht) 
che 
—_ 29 15. 9. 5,82 18. 9. 4,17 
! } 16. 10. 1,42 22. 9. 4,83 25. 9. 4,21 
- 2,0 29. 9. 3,85 2.10. | 5,82 
9. 10 4,59 6.10. | 3,30 
oid 30 15.9 7,46 | 25.9 4,55 
ein 16. 10. 2,20 
sen 22.9 4,29 2.10, 1,81 
rut 1,95 
9. 10. 6,49 6. 10 3,43 
Ose 31 15. 9. 8,18 18. 9. 3,79 
\tz- 16. 10. 1,27 22. 9. 8,05 25. 9. 3,91 
ind 2,15 29. 9. 4,17 2.10. | 3,87 
9. 10. 4,83 6. 10. 3,14 
¥ Mittel 1,63 5,69 3,82 
gesichert®. Wurden im Anschlu8 an die Mentholinjektionen zusatzlich 
Natriumlactat oder brenztraubensaures Natrium (siehe Liangsspalte 4 
yer und 5 der Tab. 1) gegeben, so beobachteten wir im Mittel nur eine ge- 
i ringfiigige Mehrausscheidung (etwa 30%) von Atherglucuronsiure im 
“* Harn gegeniiber den Versuchen, in denen das Menthol allein verabfolgt 
ng worden war. Die Schwankungen zwischen den einzelnen Werten sind 


bei diesen Gruppen aber so groB, daB sich der Unterschied statistisch 
nicht sichern 148t. Jedenfalls kann hieraus aber schon jetzt der SchluB 
i gezogen werden, daB der Milchséure und Brenztraubensaure bei weitem 
nicht dieselbe férdernde Wirkung auf die Glucuronidbildung zuge- 
sprochen werden darf wie der Glucose. 

Im Gegensatz zur Milchsiure und Brenztraubensiure bewirkten 
bei unserer Versuchsanordnung aber die Fructose und auch das Glycerin 
| ebenfalls eine deutliche Steigerung der Glucuronidbildung. Auf der 
) Tab. 2 sind die Ausscheidungswerte nach der Mentholinjektion allein 
¥ sowie in Kombination mit Glucose oder Fructose wiedergegeben. Gegen- 
iiber den Versuchen, in denen das Menthol allein gegeben wurde (siehe 
- Langsspalte 2), bewirkte die zusitzliche Gabe sowohl von Glucose 


3K. Patau, Biol. Zbl. 63, 152 [1943]. 
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Tab. 3. Mentholglucuronid-Ausscheidung im Harn beim Kaninchen innerhalb 
von 2 Stdn. nach i.v. Gabe von Menthol sowie von Menthol + Glycerin. 























1 2 | 3 
mg Atherglucuronsaure (ber. als Glucuronsaure-lacton/kg 
Tier Nr. K6rpergewicht) im Harn innerhalb von 2 Stdn. nach der 
Injektion von 12,5 mg/kg Kérpergewicht Menthol i.v. und 
acini --- Glycerin 
wile ee 
in kg Datum Datum pt 
1953 1953 gewicht) 
24 9. 3. 1,43 19. 3. 2,98 
13. 3. 1,26 23. 3. 2,55 
a 17.3 1,85 27. 3. 2,17 
38 14. 4. 2,63 27. 4. 2,22 
17.4 1,08 30. 4. 3,83 
mt 4.5 3.65 
27 17. 3. 1,24 23. 3. 1,64 
3,2 19. 3. 1,35 27. 3. 1,89 
37 14, 4. 1,67 27. 4. 2,76 
17. 4. 1,49 30. 4. 3,55 
<a 23, 4. 2,00 4.5. 3,20 
Mittel 1,60 2,77 














(Langsspalte 3) als auch von Fructose (Lingsspalte 4) eine erhebliche 
Mehrausscheidung von Mentholglucuronid im Harn. Die férdernde 
Wirkung der Glucosezufuhr auf diesen Vorgang ist dabei mit einer mitt- 
leren Ausscheidung von 5,69mg gegeniiber der Fructosezufuhr von 
3,82 mg pro kg Korpergewicht deutlich stirker. Dieser Unterschied ist 
mit einem p von 0,004 statistisch gesichert. 

SchlieBlich beobachteten wir unter unserer Versuchsanordnung 
auch nach der Zufuhr von Glycerin eine deutliche Steigerung der Men- 
tholglucuronid-Ausscheidung im Harn. Die Tiere der Tab. 3 schieden 
innerhalb von 2 Stunden nach der intravenésen Injektion von Menthol 
allein im Mittel 1,60 mg. Atherglucuronsiure pro kg Korpergewicht im 
Harn aus (siehe Langsspalte 2). Dieser Mittelwert steht in guter Uber- 
einstimmung mit denen der Tiergruppen in den Tab. 1 und 2. Bei den 
Tieren der Tab. 3 bewirkte nun die zusitzliche intravenédse Gabe von 
100 mg pro kg Korpergewicht Glycerin eine Steigerung der Glucuronid- 
ausscheidung auf 2,77 mg pro kg Korpergewicht im Mittel, d.h. um 
mehr als das 1,7-fache (siehe Langsspalte 3). Der Unterschied zwischen 
diesen beiden Versuchsgruppen der Tab. 3 ist ebenfalls statistisch ge- 
sichert und zwar mit einem p von 0,0005. 
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halb Tab. 4. Mentholglucuronid-Entgiftung beim Kaninchen vor und unter der 
q Behandlung mit 3-mal tgl. 1,5 g Glucuronsaure-lacton. 
1 2 | 3 
mg Atherglucuronsaure (ber. als Glucuronsaure-lacton/kg 
Tier Nr. K6rpergewicht) im Harn innerhalb von 2 Stdn. nach der 
Injektion von 12,5 mg/kg Korpergewicht Menthol i. v. 
vor und 10 Tage nach* : 
der Behandlung mit unter der Behandlung mit 
Gewicht |g Ori awa Se aeueer ree em 
in kg be at Glucuron- yea Glucuron- 
1952 sdure-lacton 1952 sdure-lacton 
1 12 
- 15. 10. _ 27.10. — 
2 13 
20. 10 “ 31. 10. a“ 
3 14 
3,35 0,021 
2,9 23. 10. 4.11. 
4 15 
20. 11 ll 10. 11. wand 
5 16 
i 15. 10. ware 27. 10. eset 
6 2 17 ‘ 
20. 10 seal 31. 10. Line 
7 por 18 
2,27 1,365 
2.4 23. 10. — 
20.11 snl 10. 11 sa 
9 5 20 
he - 15. 10. 2,20 27. 10. 1,030 
de 10 21 
" 20. 10 pe 31. 10. rien 
wn - il ‘ 5) r 
“ 23, 10 ane 4.11. —_ 
4 23 2 
20. 11 + -.,. 0,437 
1g 
., Mittel 2,36 0,557 
on 
ol . . . 
m Von besonderem Interesse sind nun die Versuche, die auf der Langs- 
r. | spalte 6 der Tab. 1 aufgefiihrt sind. Hier haben wir die Mentholglucu- 
n ronid-Bildung im AnschluB an die 3tagige Vorbehandlung der Kaninchen 
n mit 3x tgl. 1,5 g Glucuronsiure-lacton per os bestimmt. Leider konnten 
|. in dieser Gruppe nur noch 3 Tiere untersucht werden, da das Kaninchen 
n | Nr. 66 in der Vorbehandlungszeit an einer Aspirationspneumonie ein- 


gegangen war. Uberraschenderweise beobachteten wir unter diesen Um- 
; stiinden bei 2 Tieren eine erhebliche Verminderung der Glucuronid- 
bildung, wahrend bei dem dritten Kaninchen die Atherglucuronsiure- 
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Ausscheidung gegeniiber dem Wert vor der Glucuronsiurebehandlung 
ebenso deutlich erhéht war. 

Um diesen Widerspruch zu klaren, haben wir an drei anderen Tieren 
23 weitere Versuche durchgefiihrt, deren Ergebnisse in der Tab. 4 wieder. 
gegeben sind. 

Bei diesen Kaninchen wurde zuniichst in je 3 Versuchen die mittlere 
Atherglucuronsaure-Ausscheidung im Harn im AnschluB an die intra. 
vendse Gabe von 12,5mg Menthol pro kg Kérpergewicht bestimmt 
(siehe Langsspalte 2). AnschlieBend haben wir die Tiere 3 Wochen hin- 
durch mit 3xtgl. 1,5 g Glucuronsiure-lacton per os behandelt und 
wihrend dieser Zeit erneut die Atherglucuronsaure-Ausscheidung im 
Harn im AnschluB an die Mentholinjektion mehrfach bestimmt (siehe 
Langsspalte 3). Der erste Versuch erfolgte hier, nachdem die Tiere bereits 
5 Tage unter der Glucuronsdure-Behandlung standen. Zum Abschlu8 
haben wir dann nochmals die Glucuronidbildung 10 Tage nach Absetzen 
der Glucuronsiure-Behandlung iiberpriift (siehe Langsspalte 2 der 
Tab. 1, Versuch Nr. 4 und 8). Leider standen uns zu dem letzten Ver- 
such nur noch 2 Kaninchen zur Verfiigung; das Tier Nr. 83 war kurz 
vorher an einer abscedierenden Aspirationspneumonie eingegangen. 


Das Ergebnis dieser Versuchsserie ist eindeutig: die Atherglucuron- 
siure-Ausscheidung betrug vor und nach der Glucuronséure-Behandiung 
(siehe Langsspalte 2) im Mittel 2,36 und unter der Glucuronsaure-Be- 
handlung (siehe Langsspalte 3) nur 0,557 mg pro kg Kérpergewicht. 
Dieser Unterschied ist statistisch sehr gut gesichert mit einem p von 
nur 0,0002. Fir die Beurteilung dieser Versuchsergebnisse sind noch 
zwei weitere wichtige Befunde zu beachten: 10 Tage nach AbschluB der 
Glucuronsdure-Behandlung fanden wir praktisch wieder genau so hohe 
Atherglucuronsaurewerte im Harn wie vor der Behandlung; die Wirkung 
der mehrwochigen Glucuronsaure-lacton-Behandlung auf die Glucuronid- 
bildung war also voriibergehend. Die Kaninchen zeigten auch unter der 
Gabe von Glucuronsiaurelacton keinerlei toxische Erscheinungen: sie 
waren so munter und freBlustig wie zuvor. Als weiteren wichtigen Be- 
fund sehen wir die Tatsache an, daB bei allen 3 Tieren die Verminderung 
der Glucuronidbildung mit der Dauer der Glucuronsiure-Behandlung 
deutlich zunahm (siehe Lingsspalte 3 der Tab. 4). 


Die Ergebnisse der hier mitgeteilten Entgiftungsversuche an Ka- 
ninchen geben uns wichtige Hinweise iiber den Mechanismus der Glu- 
curonidbildung. 

In Ubereinstimmung mit jiingsten Isotopenversuchen von Eisen- 
berg jun. und Bidder® kann an der besonderen Bedeutung 
der Glucose fiir den Vorgang der Glucuronidbildung nicht mehr ge- 
zweifelt werden. Nach Verfiittern von 1-'4C-Glucose konnte Eisen- 


4 F. Eisenberg jun., J. biol. Chemistry 195, 317 [1952]. 
5 Th. G. Bidder, J. Amer. chem. Soc. 74, 1616 [1952]. 
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dlung berg nachweisen, daB die Glucosekette zum gréBten Teil direkt in die 
. gekoppelte Glucuronsiure umgewandelt wird. 

a is In den letzten Jahrzehnten ist bereits von vielen Autoren die Vermutung 
eee: geiuBert worden, daB als Quelle fiir die Glucuronsdurebildung im Organismus 


die Glucose bzw. das Glykogen anzusprechen seien®-®, Lipschitz und 
Bueding?® kamen dagegen auf Grund ihrer umfangreichen Versuche in vitro 


seth: zu dem SchluB, daB zur Bildung gekoppelter Glucuronséuren im Organismus 
ntt ” vorwiegend die 3-C-Atomketten herangezogen werden. In ahnlicher Weise vertritt 
mmt auch Quick® die Auffassung, da die Bausteine der Glucuronsaiuresynthese 


hin- sowohl in den Abbauprodukten des Kohlenhydrat- als auch des EiweiB-Stoff- 
-wechsels zu suchen sind. SchlieBlich sind hier noch die kiirzlich erschienenen 


er Isotopen-Versuche von Doerschuk" von néaherem Interesse; nach seinen 
He Beobachtungen kommt vor allem dem Glycerin als Vorstufe fiir die Glucuron- 
siehe siurebildung eine besondere Bedeutung zu. 
: Auf Grund unserer Bilanzversuche k6nnen wir bisher nur sagen, 
bai daB eine Forderung der Atherglucuronsaure-Ausscheidung im Harn im 
ne AnschluB an die intravenése Mentholinjektion, wie sie im starken Aus- 
Ver maB durch die Gabe von Glucose hervorgerufen wird, nur in geringem 
vie Grade auch nach der Zufuhr von Glycerin, nach der von Natriumlactat 
und brenztraubensaurem Natrium aber nicht sicher beobachtet wurde. 
‘a In wieweit vielleicht noch andere Verbindungen mit 3 C-Atomen eine 
oun soleche Wirkung hervorrufen kénnten, muB zunachst offen gelassen 
ung werden. 
Be- Als besonders wichtiges Ergebnis unserer Entgiftungsversuche 
cht. mochten wir die Hemmung der Glucuronidbildung durch die Zufuhr 
von von Glucuronsiéure-lacton in héherer Dosis hervorheben. Wie hier fiir 
och das Kaninchen haben wir einen ahnlichen Effekt auch beim Menschen 
der kiirzlich nachweisen kénnen?*. DaB es sich hierbei etwa um die Folge 
dhe einer toxischen Schidigung handeln konnte, halten wir fiir unwahr- 
Ing scheinlich. Die betreffenden Tiere boten keinerlei Vergiftungssymptome, 
id- und die Verminderung der Atherglucuronsaure-Ausscheidung im Harn 
der beschrankte sich auf die Zeit der Glucuronsdure-Medikation, um sich 
Sie danach wieder zu normalisieren. 
Be- Wir vermuten, daB durch die Zufuhr von Glucuronsaure-lacton 
ng intermediare Gleichgewichtsreaktionen beeinfluBt werden. Unsere gegen- 
ng wirtigen Kenntnisse und Vorstellungen iiber den Mechanismus der 
Glucuronsadure-Koppelung sind aber noch zu unvollstandig und liicken- 
a haft, um dieses gegensinnige Verhalten nach Glucuronsiurezufuhr 
lu- schon jetzt zu erkliren. Ein naiherer AufschluB iiber die stoffwechsel- 
chemischen Umwandlungen darf hier durch die stiérkere Heranziehung 
n- der Isotopentechnik erhofft werden. 
“4 6 A.J. Quick, J. biol. Chemistry 70, 59 [1926]. 
: _7 E. Fischer u. O. Piloty, Ber. dtsch. chem. Ges. 24, 522 [1891]. 
oil 8 J. Béneck, C. R. Soc. biol. Séances Filiales associées 87, 345 [1922]. 
® F. Schmid, C. R. Soc. biol. Séances Filiales associées 123, 223 [1936]. 
10 W. L. Lipschitz u. E. Bueding, J. biol. Chemistry 129, 333 [1939]. 
11 A. P. Doerschuk, J. biol. Chemistry 195, 1855 [1952]. 
12H. Siidhof u. R. Djuranovié, Klin. Wschr. 31, 1866 [1953]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 296 18 
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H. Boéhme und O. Winkler, Bd. 296 (1954) 


Zusammenfassung 


1. Die Atherglucuronsiure-Ausscheidung im Harn mentholbehan. 
delter Kaninchen wird durch die gleichzeitige Zufuhr von Glucose, 
Fructose und Glycerin deutlich gesteigert. Dabei steht die Glucose in 
ihrer fordernden Wirkung auf die Glucuronidbildung bei weitem an 
erster Stelle. Die Zufuhr von Brenztraubensiure bzw. Milchsaure bleibt 
unter diesen Versuchsbedingungen ohne sicheren EinfluB auf diesen 
Vorgang. 

2. Kaninchen, die unter der Behandlung von 3 x tgl. 1,5 g Glucuron.- 
siure-lacton per os standen, schieden unter diesen Bedingungen nur 
eine wesentlich geringere Menge von Mentholglucuronid aus. 


Zur photometrischen Bestimmung geringer Mengen Aceton 
insbesondere in Blut und Harn 


Von 
Horst Béhme und Otto Winkler 
Aus dem Pharmazeutisch-chemischen Institut der Universitat Marburg (Lahn) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Februar 1954) 


Die quantitative Bestimmung von Aceton bei medizinisch-diagnostischen 
Untersuchungen kann beim Vorliegen gréBerer Mengen mit Hilfe der Methode von 
Messinger! durchgefiihrt werden, bei der aus dem Untersuchungsmaterial, 
z. B. Harn, durch Destillation abgetrenntes Keton mit Jod in alkalischem Medium 
zu Jodoform umgesetzt und anschlieBend der Halogen-Uberschu8 mit Thiosulfat 
zuriicktitriert wird. Zur Bestimmung kleiner Acetonmengen hat ferner Ur- 
bach? die Reaktion nach Frommer® zu einer viel benutzten, optischen Me- 
thode ausgestaltet; sie beruht auf der Umsetzung von Aceton mit Salicylaldehyd 
zu dem in alkalischem Medium rot gefairbten Dioxy-benzal-aceton. Weitere Be- 
stimmungsmethoden findet man in der einschlagigen Literatur’. 


In anderem Zusammenhang haben wir uns kiirzlich damit befaBt, 
geringe Mengen von Aldehyden und Ketonen in wiBriger Lésung photo- 
metrisch mit Hilfe der Farbreaktion ihrer 2,4-Dinitro-phenylhydrazone 
in alkalischem Medium zu bestimmen. Diese Reaktion, die bereits 
von den Entdeckern dieser Verbindungsklasse, Curtius und 
Dedichen® beschrieben wurde, diirfte einem resonanzstabilisierten 
Anion zuztischreiben sein. An mehreren Beispielen wie Methylglyoxal®, 


1 T. Messinger, Ber. dtsch. chem. Ges. 21, 3366 [1888]. 

2 C. Urbach, Biochem. Z. 236, 164 [1931]. 

3 V. Frommer, Apotheker-Ztg. 20, 629 [1905]. 

4 z. B. Hinsberg-Lang, Medizinische Chemie, Miinchen und Berlin 1951. 
5 Th. Curtius u. G. M. Dedichen, J. prakt. Chem. [II] 50, 266 [1894]. 
6 K.H. Barrenscheen u. M. DreguB, Biochem. Z. 233, 305 [1931]. 








Ox 


mit 














Bd. 296 (1954) Bestimmung geringer Mengen Aceton 975 























Brenztraubenséure’? und «-Ketoglutarsiure® ist ihre Eignung zur 
optischen Bestimmung von Oxo-Verbindungen gezeigt worden. 
Ferner haben kiirzlich Lappin und Clark® diese Reaktion zur 
Grundlage einer allgemein anwendbaren Methode zur Bestimmung von 
(CH,),C=N-N-€ DNC ws CRO R:. eK 
NO, NO, 
‘Oxo-Verbindungen gemacht. Sie bilden aus Aldehyden bzw. Ketonen 
mit iiberschiissigem Dinitro-phenylhydrazin in salzsaurer Losung das 
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mi— 
Abb. 1. Typische Farbkurve von Aceton-dinitrophenylhydrazon in alkalischer 
Lésung (Spektralphotometer-ZeiB), 
1. ausgehend von krist. Aceton-dinitrophenylhydrazcn (gemessen gegen 
Wasser) o— 0, 
2. ausgehend von Aceton und Dinitrophenylhydrazin (gemessen gegen 
Vergleichslésung) 0 - -- -- - oO. 





Hydrazon, versetzen mit Alkali und messen im Photometer gegen eine 
Vergleichslésung von Dinitro-phenylhydrazin. 

Bei einer Nachpriifung dieser Methode am Beispiel des Acetal- 
dehydes wurden jedoch wesentliche Unstimmigkeiten gefunden’? und 
auch beim Aceton kénnen die Angaben von Lappin und Clark® nur 
in beschrinktem Umfange bestitigt werden. So ist die nach Zusatz von 
Lauge auftretende Farbung nicht in dem angegebenen MaBe bestiandig 

7 E. M. Case, Biochem. J. 26, 753 [1932]. 

8 T. Shimizu, J. Biochemistry [Tokyo] 37, 421 [1950]. 

9 G. R. Lappin u. L. C. Clark, Analytic. Chem. 28, 541 [1951]. 

10 H. B6hme u. O. Winkler, Z. analyt. Chem., im Druck. 
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und zeigt, mit dem Spektralphotometer von ZeiB1! gemessen, auch nicht 
wie angegeben ein Maximum bei 480 my. In Abb. 1 sind die gemessenen 
typischen Farbkurven wiedergegeben, wie man sie einerseits erhalt, aus- 
gehend von krist. Aceton-dinitrophenylhydrazon, und andererseits, 
wenn man dieses sich erst bilden liBt wie bei der Methode von Lappin 
und Clark, Abb. 2 gibt die entsprechenden Messungen mit dem Stufen- 
photometer nach Pulfrich. 




















} 35 ] 
log € | Abb. 2. Typische Farbkurve von Aceton- 
g 
| dinitro-phenylhydrazon in alkalischer Lésung 
(Stufenphotometer nach Pulfrich), 
1. ausgehend von krist. Aceton-dinitro- 
| | phenylhydrazon (gemessen gegen Wasser) 
30 t aa Oo 
‘\\, 2. ausgehend von Aceton und Dinitro. 
\ | phenylhydrazin (gemessen gegen Vergleichs- 
7 | |» | lésung) o----0. 
’ 450 3500 3550 600 
Mu — 


Fiir die Bildung des Phenylhydrazons ist die Anwesenheit von Saure 
notwendig. Lappin und Clark® schreiben deshalb vor, daB die Keton- 
Lésungen nach Zusatz von einem Tropfen konz. Salzsiure mit Dinitro- 
phenylhydrazin-Lésung auf 50° erwirmt werden. Wir fanden aber 
andererseits, da Aceton-dinitrophenylhydrazon in methanolisch- 
waBriger Lésung bei Gegenwart von Saure nicht bestandig ist. Je héher 
die Saure-Konzentration ist, desto weitergehend ist die am Schwicher- 
werden der Farbreaktion zu erkennende Verinderung; anscheinend 
liegt ein Gleichgewicht vor, dessen Lage sowohl von der Saiurekonzen- 
tration als auch von der Temperatur abhingig ist. Dies gilt selbstver- 
standlich nicht nur fiir reine Aceton-dinitrophenylhydrazon-Lésungen, 
sondern auch bei der Bildung des Hydrazons aus waBrigen Aceton- 
Lésungen und Hydrazin!*, wobei aber Saiure andererseits anwesend sein 
muB, da sonst kein Hydrazon gebildet wird. Eine maximale Hydrazon- 
Bildung bzw. Extinktion beobachteten wir nach 14-stdg. Stehenlassen 
des Gemisches bei Zimmertemperatur bei Salzsiurekonzentrationen 
zwischen 0,04-n. und 0,08-n. 


Unter den so ermittelten Bedingungen kann man die Farbreaktion 
zur photometrischen Bestimmung von Aceton verwenden, und man er- 
halt eine lineare Abhangigkeit der Extinktion von der Aceton-Konzen- 
tration, wenn man im Stufenphotometer mit Filter S 55 miBt (Abb. 3). 
Da die Methode recht empfindlich ist und Mengen von 0,5—10 mg 


1 Wir verdanken der Deutschen Forschungsgemeinschaft die Mittel 
zur Beschaffung dieses Gerates. 

12 Die verschiedene Lage der typischen Farbkurven in Abb. 1 und Abb. 2 
wird hierdurch erklart. 
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Aceton zu bestimmen erlaubt, haben wir ihre Anwendung auf die Unter- 


nicht 
senen suchung von Harn und Blut gepriift und geben im praktischen Teil 
, aus: diesbeziigliche Vorschriften. Harn wird nach dem Ansauern destilliert 
‘seits, 
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sites, Abb. 3. Eichkurve zur Bestimmung von 
Aceton (Stufenphotometer nach Pulfrich, 





























Asse 
— Filter S 55). Ordinate: #, berechnet fiir 1 cm 
nitro- Schichtdicke, Abszisse: Aceton in mg/l. 
2ichs- 
20 40 60 680 100 
mg/l —— 

hare und im Destillat der Ketongehalt bestimmt. Blut wird zuniachst nach 
oa Folin-Wu‘ enteiweiBt, die zentrifugierte Losung nach Zusatz von 
laa, Dichromat-Schwefelsiure destilliert, um anschlieBend Aceton im 
ihe Destillat zu bestimmen. 

er 
sch- 
Sher Beschreibung der Versuche 
her- . 
wad Reagenzien 
en- 1. Methanol, frei von Carbonyl-Verbindungen: 11 Methanol wird 

mit 5 ml konz. Salzsaure und 10 g 2.4-Dinitro-phenylhydrazin auf dem Wasserbad 

ver- 2 Stdn. am RiickfluBkiihler erhitzt und dann iiber eine ’Kolonne fraktioniert. Ein 
sen, Vorlauf von etwa 5% und ein Nachlauf von etwa 10% der Gesamtmenge werden 
On- verworfen. 
ein 2. Methanolische Kalilauge: 10 g Kaliumhydroxyd p. a. werden in 20 ml 
on- Wasser gelést und mit carbonylfreiem Methanol auf 100 ml aufgefiillt. 
sen 3. Salzsaure 2,4-Dinitro-phenylhydrazin-Lésung: 50mg 2.4-Di- 


nitro-phenylhydrazin p. a. werden in einem 50 ml] MeBkolben in 30 ml carbonyl- 
_ freiem Methanol suspendiert, 0,2 ml 38-proz. Salzsiure zugefiigt, mit carbonyl- 
freiem Methanol zur Marke aufgefiillt und durch Umschiitteln gelést. Die Lésung 
ist nur wenige Tage haltbar. 


10n 
er- Bestimmung von Aceton in waBriger Lésung: Zu 1 ml salzsaurer 
Dinitro-phenylhydrazin-Lésung wird 1 ml der zu untersuchenden waBrigen Aceton- 
el Lésung gegeben. Gleichzeitig versetzt man als Blindprobe 1 ml salzsaurer Dinitro- 
3). phenylhydrazin-Lésung mit 1 ml Wasser. Beide Proben werden 1% Stde. in ein 
wh Wasserbad von 20 (+ 1)° gestellt. AnschlieBend fiigt man beiden je 5 ml metha- 
nol. Kalilauge zu und mi8t 5—10 Min. nach der Laugenzugabe mit dem Stufen- 
tel photometer die Extinktion der Probe mit Filter S 55 gegen die Blindprobe. 
‘ Extinktion 
) O == oS 
». 2 Gehalt der Lésung an Aceton in mg/] = 43,1 Schichtdicke ° 
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Bestimmung von Aceton im Harn 


25 ml Harn werden in einem 100-m]-Stehkéibchen mit 20 ml Wasser und 5 ml 
25-proz. Schwefelsaure versetzt und iiber den Aufsatz (Abb. 4) mit freier Flamme 
in ein 10-ml-MeBkélbchen destilliert, in dem sich 1 ml Wasser befindet, in das der 
VorstoB eintaucht. Wenn das Destillat die Marke fast erreicht hat, wird der Vor. 
stoB herausgezogen und bis zum Erreichen der Marke weiter destilliert. Nach gutem 
Durchmischen wird 1 ml Destillat mit 1 ml salzsaurer Dinitro-phenylhydrazin- 
Lésung versetzt und fiir 14 Stde. in ein Wasserbad von 20 (+ 1)° gestellt. Eine 








Abb. 4. Apparatur zur Destillation von Aceton. 


Blindprobe von 1 ml Wasser und 1 ml] salzsaurer Dinitro-phenylhydrazin-Lésung 
wird ebenfalls 14 Stde. in dieses Wasserbad gestellt. Dann fiigt man beiden Proben 
je 5 ml methanol. Kalilauge hinzu und miBt 5—10 Min. nach Laugenzugabe die 
Extinktion der Probe mit Filter S 55 gegen die Blindprobe. 
Extinktion 
‘ 2. 3) - -_ FOES AEE EE EE a 

Gehalt an Acetonkérpern ber. auf mg®, Aceton = 1,7 Schichtdicke 

Bei Acetongehalten von 10 mg®%, und mehr empfiehlt es sich, kleinere Harn- 
mengen in Arbeit zu nehmen und entsprechend umzurechnen. 


Bestimmung der Acetonkérperim Blut 

5 ml Oxalatblut werden in einem 50-ml-MeBkélbchen mit 30 ml Wasser 
hamolysiert. Hierauf fiigt man zur EnteiweiBung 5 ml 10-proz. Natriumwolframat- 
Lésung und tropfenweise unter standigem Umschiitteln 5 ml 2/,-n. Schwefelsaure 
zu, fiillt mit Wasser zur Marke auf und schiittelt um. Nach etwa 15 Min. zentri- 
fugiert man den Inhalt des MeBkélbchens. 25 ml der zentrifugierten, klaren Lo- 
sung werden in einem 100-ml]-Stehkolben mit 10 ml Dichromat-Schwefelsaure und 
15 ml Wasser versetzt und iiber den abgebildeten Aufsatz mit freier Flamme ab- 
destilliert. Als Vorlage dient bei Acetongehalten bis zu 25 mg% ein 10 ml-, bei 
hdheren Acetongehalten ein 25 ml-MeBkélbchen, in welchem sich etwas Wasser 
befindet, in das der VorstoB eintaucht. Wenn das Destillat die Marke fast erreicht 
hat, wird der Vorsto8 herausgezogen und bis zum Erreichen der Marke weiter 
destilliert. Nach gutem Durchmischen werden 1 ml! des Destillates mit 1 ml salz- 
saurer Dinitro-phenylhydrazin-Lésung versetzt, Als Blindversuch gibt man zu 
1 ml salzsaurer Dinitro-phenylhydrazin-Lésung 1 ml Wasser. Beide Proben werden 
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\, Stde. in ein Wasserbad von 20 (+ 1)° gestellt. Dann fiigt man beiden je 5 ml 
methanol. Kalilauge zu und mi®t 5—10 Min, nach Laugenzugabe die Extinktion 
der Probe mit Filter S 55 gegen die Blindprobe. 
Gehalt an Acetonkérpern berechnet auf mg, Aceton 

Extinktion 

Schichtdicke 

Extinktion 

Schichtdicke ° 


a) bei 10 ml Destillat = 17,7. 


b) bei 25 ml Destillat = 44,2. 


Zusammenfassung 


Aceton laéBt sich photometrisch durch die Farbung seines 2.4- 
Dinitro-phenyl-hydrazons in alkalischem Medium bestimmen, Vor- 
schriften zur quantitativen Bestimmung, insbesondere in Harn und 
Blut, werden angegeben. 


Erstmalige Beobachtung von Spermin bei Avertebraten 
(Cionia intestinalis) 
Von 
D. Ackermann und R. Janka 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Wiirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Mirz 1954) 


Das Vorkommen von Spermidin!, H,N-[CH,],-NH-[CH,],-NHg, 
bei Avertebraten hatte bisher erst einmal der eine? von uns, und zwar 
bei der Seidenraupe nach der dritten Hautung feststellen kénnen. Hier 
fehlte Spermin, H,N-[CH,],-NH-[CH,],;-NH-[CH,],-NH,. 

Auch dieses kannte man nur als Bestandteil der Saugetiere. Eine 
systematische Untersuchung der Tunicatenart Cionia intestinalis zeigte 
uns indessen, daB hier zwar Spermidin vermibt wird, Spermin aber, 
wenn auch nur in kleinen Mengen sicher nachweisbar ist. Die Identifi- 
zierung erfolgte durch Analyse des Flavianates und Pikrates sowie auf 
papierchromatographischem Weg. 

Nicht auffinden konnten wir daneben das Putrescin, H,N-[CH,],° 
NH,, dessen Formelbild ja in dem des Spermins und Spermidins 
enthalten ist und sich sowohl in der Seidenraupe? wie im Maikafer* hat 
finden lassen. 

Wiahrend man die meisten biogenen Amine allein schon ihrem Bau 
nach ungezwungen in einen genetischen Zusammenhang mit Amino- 


i H.W. Dudley, M.C. Rosenheim u. O. Rosenheim Biochem. J. 18, 
1263 [1924]. 
2 D. Ackermann, diese Z. 291, 169 [1952]. 
3 D. Ackermann, Z. Biol. 71, 197 [1920]. 
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siuren des EiweiBmolekiils bringen kann, ist dies bei Spermin und Sper- 
midin nur teilweise der Fall. Das in beiden vorgebildete Putrescin ist 
durch Decarboxylierung vom Ornithin bzw. vom Arginin abzuleiten; 
die daneben stehende Kette von 3 Methylengruppen, die von 2 Stick- 
stoffatomen eingefaBt sind, finden sich in keiner der bekannten Amino. 
sdiuren und so kénnen wir uns von der Entstehung des Spermins und 
Spermidins einstweilen noch kein Bild machen. 

Daneben fanden wir in Cionia intestinalis erhebliche Mengen von 
Glykokollbetain, das ja bei Avertebraten weit verbreitet vorkommt 
und nur wenig Cholin. 

Dieses letztere ist bei Vertebraten anscheinend ubiquitir, begeg- 
nete uns aber bei unseren Untersuchungen der Avertebraten nur unter 
den Extraktstoffen von Melolontha vulgaris*, Lumbicus terrestris¢ und 
Anemonia sulcata®. 


Beschreibung der Versuche 
Ubersicht des Fallungsganges 
1. Phosphorwolframsaurefallung 


Lgl ig es Saat eens Ps - 
2. Purinbasensilberfallung 

: Flaviansaurefallung 

eS Ss eee ani 

| 

3. Schwer lésliches Spermin-tetraflavianat | 

AS eee Sel atria 

4. Leichter lésliches Betain-flavianat ‘ 


5. Ammoniakal. Reineckatfallg. Cholin 


1. Phosphorwolframsaurefallung 


Das Ausgangsmaterial, Cionia intestinalis, war durch Abkratzen von der Wand 
eines Dampfers an der Atlantik-Meeresstation Concarneau gewonnen und lag als 
gelblicher, bei schwach schwefelsaurer Reaktion eingeengter, diinnfliissiger Sirup 
vor. Davon wurde 1/ (~ 4,87 g Stickstoff) durch Filtration durch groBe Kiesel- 
gurfilter vom Unldslichen abgetrennt und das Filtrat samt Waschwasser auf 2 1 
gebracht. Nach Zugabe von 10 ccm 50-proz. Schwefelsaiure erfolgte Fallung mit 
960 ccm einer Phosphorwolframsaurelésung, die durch Auflésen von 500 g Phos- 
phorwolframsaure in 11 Wasser erhalten worden war. Nachdem die Fallung ab- 
gesaugt, mit 5-proz. Schwefelsiure mehrmals gewaschen und in bekannter Weise 
mit Baryt und Kohlendioxyd in eine Lésung der freien Basen verwandelt war, 
wurde diese i. Vak. weitgehend eingeengt und damit gleichzeitig vom Ammoniak 
befreit. Zwecks méglichster Beseitigung des Kaliums wurde mit Schwefelséure 
schwach angesduert, i. Vak. auf 225 ccm eingeengt und mit 200 ccm Methanol 
versetzt. Am folgenden Tag hatte sich das Kaliumsulfat fast vollstandig ausge- 
schieden; das Filtrat desselben wurde nach Waschen des Salzes mit 70-proz. 
Methanol i. Vak. vom Methanol befreit und bei schwefelsaurer Reaktion mit 
Silbersulfat ausgefallt. Die hierbei entstehende 


4 D. Ackermann u. Fr. Kutscher, Z. Biol. 75, 315 [1922]. 
5 D. Ackermann, diese Z. 295, 1 [1953]. 
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2. Purinbasensilberfallung 
war sparlich und kam bis auf weiteres nicht zur Untersuchung. Das Filtrat der 
Purinbasensilberfallung wurde mit Schwefelwasserstoff vom Silber befreit und 
nach Abdunsten des iiberschiiss. Schwefelwasserstoffes i. Vak. aus sehr kleinem 
Volumen mit 70 ccm Flaviansaure (100 g Fallungsmittel in 100 ccm Wasser gelést) 
véllig ausgefallt. Am anderen Tage ergab sich ein reichlicher Niederschlag. Diese 
Flavianatfallung lieB sich mit wenig heiBem Wasser fast ganz in Lésung bringen. 
Zuriick blieb eine kleine Menge des sehr schwer léslichen 


3. Spermin-tetraflavianates®, 
das abgesaugt und mit Wasser gewaschen ohne Umkristallisation zur Analyse kam, 
‘weil sonst das Tetraflavianat in das Diflavianat iibergegangen ware. 

4,352 mg Sbst. (100° Vak.) : 6,505 mg CO,, 1,440 mg H,O. 

CyoHogN,(CypH,O,N.S), Ber. C 41,15 H3,45 Gef.C 41,14 H3,74 

Das Flavianat wurde mit Barytwasser vom gréBten Teil der Flaviansdure 
befreit. Der Rest des Fallungsmittels verschwand, als das Filtrat des Bariumflavi- 
anates nach Zugabe von Schwefelsiure bei saurer Reaktion mit wenig Tierkohle 
behandelt worden war. Genaue Ausfallung der Schwefelsdure aus dem Filtrat der 
Tierkohle mit Baryt fiihrte zu einer Lésung der freien Base, die nach starkem Ein- 
engen mit alkoholischer Pikrinséure ausgefallt wurde. Es erschienen 80 mg Sper- 
min-tetrapikrat, das nach Umkristallisation zur Analyse kam. 

4,207 mg Sbst. (100° Vak.) : 5,630 mg CO,, 1,340 mg H,O. — 2,546 mg Sbst. 
(100° Vak.) : 0,466 com N, (27°, 721 mm). 

CyoHogN, (CgH30,N;), Ber. C 36,50 H 3,42 N 20,03 

Gef. C 36,52 H 3,56 N 19,76 

Schmp. 252°; synthet. Spermin-tetraflavianat 248 — 250° (Kofler). 

Das mit Salzsiure und Ather aus diesem Pikrat gewonnene Hydrochlorid 
reichte zur Analyse nicht aus. Mit Goldchloridchlorwasserstoffsiure gab es einen 
deutlichen Niederschlag. Auch ergaben sich bei der Papierchromatographie die 
gleichen Rr-Werte wie beim synthet. Spermin-tetrahydrochlorid. 

Butanol, Eisessig, Wasser 4:1:1,5 Vol. % Rr-Wert 0,07 

Phenol, Wasser 8:2 Gew. % Rr-Wert 0,17 
(Schleicher & Schiill 2043b, aufsteigend, 2 mg N/ccm, 5 cmm aufgetragen, 1 Stde. 
bei 100° getrocknet, Bespriihung mit 2-proz., waBriger Phosphormolybdansaure- 
lésung, 5 Min. Auswaschen in n-Butanol, 5 Min. Spiilen in flie8endem Wasser und 
Reduktion mit 0,5-proz. frisch bereiteter Zinnchloriirlésung in 10-proz. Salzsaure. 
Es entstehen dunkelblaue Flecken auf hellblauem Untergrund.) 

Der viel leichter lésliche Teil der Flaviansiurefallung (7,5 g) erwies sich als 


4. Glykokollbetain-flavianat 
und bildete eine sehr weiche Kristallmasse. 

3,440 mg Sbst. (100° Vak.) : 0,300 cem N, (26°, 726 mm). 

C;H,,0.N -C,)H,O,N,S Ber. N 9,74 Gef. N 9,51. 

Nach Beseitigung der Flaviansaure in der oben beschriebenen Weise wurde die 
Base unter Zugabe von Schwefelsiure und Einengen i. Vak. in das Hydrogensulfat 
des Betains iibergefiihrt, das schon von Scheibler, dem Entdecker des Betains, 
dargestellt und von Stoltzenberg’ genau untersucht war. Dieser stellte bereits 
fest, daB es 1 Mol. Kristallwasser enthilt. 

3,152 mg Sbst. (lufttrocken) gaben bei 100° (Vak.) 0,238 mg H,O ab. 

C;H,,0,N -H,SO,+ H,O Ber.H,07,72 Gef. H,O 7,55 


6 U. H. Puranen, Dtsch. Z. ges. gerichtl. Med. 26, 366 [1936]; S. P. Berg, 
ebenda 89, 283 [1949]; H. Fuchs, diese Z. 287, 149 [1938]. 
7H. Stoltzenberg, diese Z. 92, 445 [1914]. 
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4,890 mg Sbst. (100° Vak.) : 5,020 mg CO,, 2,790 mg H,O. — 2,914 mg Sbst. 
(100° Vak.) : 0,160 ccm N, (26°, 728 mm). 
C;H,,O.N . H,S0, Ber. C 27,90 H 6,09 N 6,51 
Gef. C 28,01 H 6,38 N 6,00 


Das kristallwasserfreie Sulfat schmolz bei 143° (Kofler). Nach Beseitigung der 
Schwefelsiure wurde es in das Chloraurat des Betains iibergefiihrt. 


9,844 mg Sbst. : 4,820 mg CO,, 2,550 mg H,O, 4,234 mg Au. 


C;H,,0.N-HAuCl, Ber. C 13,13 H 2,71 Au 43,14 
Gef. C 13,36 H 2,90 Au 43,01 


5. Cholinreineckat 
Aus der Mutterlauge der Flaviansaurefallung lieB sich nach Beseitigung der 
Flaviansiure mit Reineckesalzlésung bei ammoniakalischer Reaktion noch eine 
kleine Menge Cholin gewinnen, das einerseits durch die Bildung des sehr charak- 
teristischen auBerst schwer léslichen, fein kristallisierten, roten Niederschlages mit 
Dipikrylaminmagnesium 8, andererseits durch Uberfiihrung in das charakteristische 
Chloraurat identifiziert wurde. 
8,781 mg Sbst. : 4,450 mg CO,, 2,480 mg H,O. — 11,058 mg Sbst. : 4,990 mg Au 
C5H,,ON-AuCl, Ber. C 13,54 H 3,18 Au 44,50 
Gef. C 13,83 H 3,16 Au 45,13 
Die Mittel zur Durchfiihrung dieser Arbeit verdanken wir der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft, das Ausgangsmaterial der Hilfsbereitschaft des 
Leiters der Meeresstation Concarneau, Herrn Prof. Jean Roche, 


Zusammenfassung 


In der Tunicate Cionia intestinalis wurde zum erstenmal bei Aver- 
tebraten Spermin gefunden. Demgegeniiber fehlten Spermidin und 
Putrescin. Daneben fanden sich Glykokollbetain und Cholin. 


8 D. Ackermann u. H. Mauer, diese Z. 279, 114 [1943]; D. Acker- 
mann, diese Z. 281, 197 [1944]. 
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Neues Vorkommen von Mytilit bei Avertebraten 
(Cionia intestinalis) 


Von 
D. Ackermann und R. Janka 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Wiirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 31, Miirz 1954) 


Im Jahre 1913 entdeckte Jansen? in der Miesmuschel (Mytilus 
edulis) einen Cyclit, dem er den Namen Mytilit gab. Spaiter konnte der 
eine? von uns gelegentlich der Untersuchung des Miesmuschelextraktes 
diesen Befund bestitigen, stellte aber fest, daB die Bruttoformel nicht 
wie Jansen angenommen hatte C,H,,0, sondern C,H,,0, ist. Es han- 
delt sich also nicht um ein Isomeres des Inosits, sondern wie nach Ge- 
winnung eines Hexaacetylderivates und dem Fehlen einer Methoxyl- 
gruppe zu ersehen war, um ein am Kohlenstoff methyliertes Cyclo- 
hexanderivat. 

Es ist bisher der einzige derartige Cyclit. 

Dieser Befund wurde von Daniel und Doran? bestatigt. Spater 
konnte dann Posternak? in einer eingehenden Untersuchung einen 
weiteren Beweis fiir diese Konstitution erbringen. Auch gelang ihm die 
Aufklarung der Konfiguration und sogar die Syn- 


HO | CH, these, was zu nebenstehendem Formelbilde fiihrte. 
hope Gelegentlich der Untersuchung der Extrakte der 
K OH OH > Tunicate Cionia intestinalis sind wir auch hier auf 

4 a OH eine Substanz gestoBen, die gleichfalls als Mytilit 
OH angesprochen werden muB. Neben den Analysen- 


zahlen, der Schwerléslichkeit in Wasser und dem 
Gehalt an 2 Molekiilen Kristallwasser stimmte auch der Schmelzpunkt 
von 268° (Kofler) mit dem des Mytilits aus Mytilus edulis tiberein. 


Uber die physiologische Rolle des Mytilits ist einstweilen wenig zu 
sagen. Man wird aber wohl nicht fehl gehen, wenn man annimmt, daB 
der Mytilit zum Teil ahnliche Funktionen hat, wie der Inosit, der z. B. 
als ein Teil der Inositlecithine® beobachtet worden ist. Neben dem Mytilit 
fand sich in Cionia intestinalis das ja in der Welt der Wirbellosen weit 
verbreitete Taurin® und ferner unter den Aminosauren in analysier- 


1 R.C. P. Jansen, diese Z. 85, 231 [1913]; Arch. néerl. Sci. exact. natur. 
(3) 2, Ser. B, 130 [1914]; Chem. Zbl. 1914 IT, 721. 

2 D. Ackermann, Ber. dtsch. chem. Ges. 54, 1938 [1921]; Z. Biol. 80, 193 
[1923]. 

3 R. J. Daniel u. W. Doran, Biochem. J. 20, 676 [1926]. 

4 Th. Posternak, Helv. chim. Acta 27, 457 [1944]. 

5 J. Folch u. W. Wolley, J. biol. Chemistry 142, 963 [1942]; J. Folch, 
ebenda 146, 35 [1942]; Ch. F. Burmaster, ebenda 165, 577 [1946]. 
6 A.C, Kurtz u. J. M. Luck, J. biol. Chemistry 111, 577 [1935]. 
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barer Menge Glykokoll. Dieses letztere hatte schon Chittenden? in 
der Muschel Pecten irradians festgestellt. Erhebliche Mengen davon 
konnte ferner die eine* von uns aus Seesternen isolieren. (Aus 30 kg 
Asterias rubens 167 g Glykokoll, aus 20 kg Asterias glacialis 18 g Glyko- 
koll.) Auch in der Qualle Cyanea capillata® und in der Krabbe 
Crango vulgaris?® (in 18 kg Tieren etwa 50 g) fanden wir im hiesigen 
Institut Glykokoll. 


Fragt man sich nach der Ursache fiir die Anhaufung so groBer 
Mengen Taurin und Glykokoll, so draingt sich die Tatsache auf, da8 
diese beiden Substanzen schon lange als Partner fiir Kupplungsvor- 
gange bekannt sind; das Taurin im Molekiil der Taurocholséiure und 
das Glykokoll nicht nur im Molekiil der Glykocholsaéure, sondern auch 
in der Hippursdéure. Beide Verbindungen diirften im Stoffwechsel nicht 
nur zu Kupplungszwecken zur Verfiigung stehen, sondern auch als End- 
produkte des Stoffwechsels zur Abscheidung kommen. Im Falle das 
Glykokolls wird hier zum Teil noch eine Methylierung hinzukommen, 
wodurch sich die ja manchmal sehr erheblichen Mengen von Glykokoll- 
betain bei zahlreichen Avertebraten erkliren lassen. Auch bei Cionia 
intestinalis’! konnten wir Glykokollbetain isolieren. 

Methodisch ist zu bemerken, daB uns bei der Isolierung des Mytilits 
anfangs insofern Schwierigkeiten entstanden, als er die Neigung hat, 
sowohl mit Taurin wie mit Glykokoll Mischkristalle zu bilden, die selbst 
nach mehrmaligem Umkristallisieren nicht zu trennen sind. Erst als wir 
das Taurin nach der Methode von Kutscher™ mit waBriger Queck- 
silberchloridlésung und Barytwasser und das Glykokoll als Kupfersalz 
abtrennten, gelang uns in diesen Fallen die Reinigung. 


Beschreibung der Versuche 


Weder Mytilit noch Taurin geben mit Phosphorwolframsaure eine Fallung. 
Es muBten aber, abgesehen von der Beseitigung von Basen mit diesem Fallungs- 
mittel, umfangreiche Vorreinigungen vorgenommen werden. An die erste Phosphor- 
wolframsaurefallung schloB sich eine Atherextraktion und daran eine erneute 
Fallung mit Phosphorwolframséure aus kleinem Volumen an. Aus dem Filtrat 
dieser Phosphorwolframsaurefallung lieB sich nach Beseitigung von Kochsalz und 
Salzsiure und nach Entfernung groBer Mengen von Natrium als Natriumsulfat 
eine Alkoholfallung gewinnen, die ein Gemenge von Mytilit und Taurin enthielt. — 
Im einzelnen wurde folgendermaBen vorgegangen: 4/ Ausgangsmaterial von 
Cionia intestinalis (vgl. unsere Arbeit iiber diese Tierart'!) mit etwa 20 g Stickstoff 
wurden nach Beseitigung des Unléslichen auf 12/ gebracht, mit 440 cem 50-proz. 
Schwefelsiure versetzt und mit 3 / Phosphorwolframsaure (500 g PWS + 1000 ccm 
Wasser) ausgefallt. Nach Absaugen und dreimaligem Waschen des Niederschlages 
mit 5-proz. Schwefelsiure wurden die gesammelten Filtrate mit Kohlendioxyd 





? R. H. Chittenden, Ann. Chem. Pharmaz. 178, 266 [1875]. 

8’ D. Ackermann, diese Z. 282, 206 [1935]. 

® M. Mohr, Z. Biol. 98, 120 [1937]. 

10 H. Fuchs, Z. Biol. 98, 430 [1937]. 

11D. Ackermann u. R. Janka, diese Z. 296, 279 [1954], voranstehend. 
12 Fr. Kutscher, diese Z. 38, 120 [1903]. 
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vom tiberschiissigen Baryt befreit. Da jetzt noch nicht nur Kochsalz, sondern auch 
Bariumchlorid in Lésung war, wurde das Barium genau mit Schwefelsaiure be- 
seitigt und die frei gewordene Salzsiure mit Natriumcarbonat neutralisiert. Die 
nun auf 30/7 angewachsene Fliissigkeitsmenge wurde dann nach Einengen im 
Schnellverdampfungsapparat auf ein kleines Volumen mit Methanol gefallt, wo- 
durch sich eine groBe Menge, wenn auch noch nicht alles Kochsalz abtrennen lieB. 
Zur Beseitigung des Restes muBte bei schwefelsaurer Reaktion solange mit Silber- 
carbonat verrieben werden, bis Silbersulfatlosung keine Fallung mehr gab. Das so 
entstandene Chlorsilber wurde abfiltriert und das Filtrat nach Beseitigung des 
Silberiiberschusses mit Schwefelwasserstoff i. Vak. stark eingeengt. Durch erneute 
Fallung mit Methanol lie8 sich noch eine groBe Menge Natrium als Sulfat beseitigen. 


_Es folgte eine viermalige Ausschiittelung mit Ather bei stark schwefelsaurer Re- 


aktion, Verdunstung des Athers aus dem waBrigen Anteil, der dann aus kleinem 
Volumen nochmals mit Phosphorwolframsaure gefallt wurde. Das Filtrat dieser 
zweiten Phosphorwolframsaurefallung lieferte nach Beseitigung der Phosphor- 
wolframsaure in bekannter Weise eine Liésung, die schwach schwefelsauer zum 
diinnen Sirup eingeengt nach Fallung mit Methanol eine neue Menge Natrium- 
sulfat erscheinen lieB. Aus dessen Filtrat lieB sich endlich, nachdem stark eingeengt 
und mit Athanol gefallt war, eine organische Abscheidung gewinnen. Sie bildete 
eine weiBe Kristallmasse, die 6,75 g wog, und war ein Gemenge von Mytilit und 
Taurin. 

Beim Umkristallisieren aus nicht zu wenig Wasser blieben 0,75 g Mytilit, der 
nach nochmaligem Umkristallisieren zur Analyse kam. 


4,592 mg Sbst. (lufttrocken) gaben bei 100° (Vak.) 0,716 mg H,O ab. 
C,H,,0, - 2 H,O Ber. H,O 15,66 Gef. H,O 15,59 
3,876, 4,251 mg Sbst. (100° Vak) : 6,120, 6,695 mg CO,, 2,490, 2,710 mg H,0O. 
C7H,,0, Ber. C 43,28 H 7,27 

Gef. C 43,09, 42,98 H 7,19, 7,13 


Der Schmelzpunkt nach Kofler war der erwartete von 268°. Nach langsamem 
Umkristallisieren aus stark verdiinnter Lésung erschienen charakteristische, ge- 
trennt liegende sechsseitige Kristallchen, wie sie auch bei Mytilit aus Mytilus edulis 
zu beobachten waren. 

Um das Taurin zu gewinnen, wurde die Mutterlauge der 0,78 g Mytilit mit 
waBriger Quecksilberchloridlésung und Barytwaser ausgefallt. Als die Fallung 
abgesaugt und mit wenig Wasser gewaschen war, lieB sich nach Zugabe von iiber- 
schiiss. Schwefelsiure das Barium und mit Schwefelwasserstoff das Quecksilber 
beseitigen. Der Schwefelwasserstoff wurde abgedampft und die Schwefelsiure 
genau mit Bariumhydroxyd aus der Liésung entfernt. Jetzt erschienen nach Ein- 
engen weiBe Nadeln von Taurin, die nach zweimaligem Umkristallisieren zur 
Analyse kamen. 

4,790 mg Sbst. (100° Vak.) 3,440 mg CO,, 2,570 mg H,O. —. 3,244 mg Sbst. 
Sa : 0,324 com N,(736 mm, 25°). — 8,555 mg Sbst. (100° Vak.) : 15,790 mg 
BaSQ,. 


C,H,0,NS  Ber.C 19,18 H 5,64 N 11,20 S 25,63 
Gef. C 19,60 H 6,00 N 11,08 S 25,35 


Die Kristalle haben keinen definierten Schmelzpunkt. Ebenso wie reines 
Taurin sublimieren sie im Kofler-Apparat bei 300—325° und werden allmahlich 
formlos. Auch bei der papierchromatographischen Untersuchung zeigte sich die 
Identitat. 

Phenol, Wasser 8 :2 Gew. %; Rr-Wert 0,36 

Butanol, Eisessig, Wasser 4:1:1,5 Vol. %; Rr-Wert 0,17 


Schleicher & Schiill 2043b, Sichtbarmachung der Flecken durch Bespriihen 
mit einer 0,1-proz. Ninhydrinlésung in n-Butanol, anschlieBendes Trocknen der 
Streifen bei 100°. 
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Aus der Mutterlauge des Kristallgemisches von 6,75 g lieB sich noch 0,5g 
Glykokoll isolieren, das als Kupfersalz zur Analyse kam. 
4,671 mg Sbst. (100° Vak.) : 3,955 mg CO,, 1,730 mg H,O, 1,726 mg CuO. — 
3,082 mg Sbst. (100° Vak.) : 0,372 cem N, (728 mm, 28°). 7 
(C,H,O,N),Cu Ber. C 22,70 H 3,81 N 13,24 Cu 30,03 
Gef. C 23,11 H 4,14 N 13,11 Cu 29,52 
Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die zur Ver- 
fiigung gestellten Mittel. 


Zusammenfassung 


Der als Mytilit bezeichnete, zuerst in der Miesmuschel beobachtete | 
Cyclit wurde auch in der Tunicate Cionia intestinalis beobachtet. 

Daneben fanden sich gleichfalls in priparativ isolierbaren Mengen 
Taurin und Glykokoll. 


Richtigstellung: ,,Zoo-Anemonin® statt Anemonin 
Von 
D. Ackermann 
(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Marz 1954) 


Leider habe ich bei der Namengebung des von mir in der Actinie Anemonia 
sulcata! aufgefundenen Dimethylbetains der Imidazolessigsaure iibersehen, daB die 
Bezeichnung ,,Anemonin“ bereits fiir ein pflanzliches Produkt gewahlt war, das © 
schon Beckurts? aus Anemonen und Ranunculaceen isoliert hatte. Dessen 
Konstitutionsaufklarung und Synthese ist von Asakina und Fujita’ durchge- 
fiihrt worden, wobei sich ergab, daB ein Dilacton der 1.2-Dioxy-cyclobutan-di- 
[£-acrylsiure]-1.2), CjgH,O,, vorliegt. 

Um Verwechslungen vorzubeugen michte ich dem Kérper aus Actinie den 
Namen ,,Zoo-Anemonin“ geben. 


1 D. Ackermann, diese Z. 295, 1 [1953]; D. Ackermann u. R. Janka, 
294, 93 [1953]. 

2-H. Berkurts, Arch. Pharmac. 230, 182 [1892]. 

3 Y. Asakina u. A. Fujita, Acta phytochim. 1, 1 [1922]; Chem. Zbl. 1922 
III, 712; Beilsteins Hdbch. d. organ. Chemie, E II, 8. 182. 








